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ATRIBUTOS FISIOLOGICO-REPRODUCTIVOS E INMUNIDAD POR SELENIO EN
OVEJAS

Edith Ramirez Segura, M. en C.
Colegio de Postgraduados, 2018

RESUMEN

El objetivo del estudio fue determinar el efecto de dos fuentes de selenio (organico e inorganico)

sobre; concentracion de progesterona, inmunidad celular y fertilidad de ovejas al inicio de la
época de anestro estacional. Se utilizaron 20 ovejas cruza de raza local (raza local como base
genética), con peso vivo promedio de 40 £+ 3.26 kg y de 3.05 + 1.02 afios de edad. Las 20
hembras se distribuyeron al azar en cuatro tratamientos (T), cada uno con cinco repeticiones, T1:
Testigo; sin adicion de selenio; T2: selenito de sodio; T3: levadura enriquecida con selenio en
microcapsulas y T4: Levadura enriquecida con selenio, el suministro fue via oral durante cinco
dias consecutivos antes de inseminar a las ovejas. Las hembras se sincronizaron con esponjas
intravaginales con progestageno sintético durante 14 dias, a su retiro se aplico eCG a cada
hembra, la inseminacion artificial se realizé a tiempo fijo (55 horas posteriores al retiro de las
esponjas) por endoscépia. Las muestras de frotis sanguineo se tomarén por puncion de la vena
yugular en cada hembra, siete dias antes de la inseminacion artificial y por 12 dias continuos
posterior a esta, posteriormente una vez por semana, por periodo de tres semanas, finalizando en
los dias 60 y 90 post-inseminacion para realizar conteo diferencial de globulos blancos. La
concentracion de progesterona se evalu6 mediante inmunoanalisis en mustras se de suero
sanguineo. Se utilizo disefio completamente al azar y el analisis de datos se realizd mediante
modelo mixto lineal. No existio diferencia (P>0.05) entre las hembras gestantes del grupo testigo
y las que consumieron levadura enreiquecida con selenio microencapsulado, pero si existe
diferencia (P<0.05) con aquellas hembras a las que se suministr6 selenito de sodio. El grupo de
hembras tratadas con selenito de sodio presentd la menor cantidad de gestanciones (40%),
mientras que las hembras del grupo testigo y las que recibieron levadura enrriquecida con selenio
en microcapsulas presentaron 80%, alcanzandose el 100% de hembras gestantes en hembras que
consumieron levadura enriquecida con selenio (P<0.05). Los promedios de conteo diferencial de
globulos blancos para cada dia de muestreo presentaron diferencia (P<0.05). Las células que
presentaron mayor namero fueron linfocitos y neutréfilos (P<0.05). El resto de células blancas
no presento diferencia (P>0.05) entre tratamiento. El selenio organico proporcionado a ovejas de
forma oral al inicio de época de anestro estacional propicia concentraciones similares de
progesterona e indices de fertilidad a las observadas en el grupo testigo, pero superior a las
registradas en ovejas que recibieron selenito de sodio.

Palabras clave: Gestacion, progesterona, leucocitos.



Reproductive-physiological attributes and immunity for selenium in sheep

Edith Ramirez Segura, M. en C.
Colegio de Postgraduados, 2018

ABSTRACT

The objective of the present work was to determine which of the different sources of selenium
(organic and inorganic) provided to sheep at the beginning of the seasonal anestrus season favors
the concentration of progesterone, cellular immunity and fertility. We used 20 sheep of indefinite
breed (local breed as genetic basis), average weight of 40 + 3.26 kg PV and 3.05 + 1.02 years of
age. The 20 females were randomized into four treatments, each with 5 repetitions, T1: Control;
without addition of Selenium; T2: Sodium selenite; T3: yeast enriched with selenium in
microcapsules and T4: Yeast enriched with selenium, the supply was orally for five days before
being inseminated. The females were synchronized with intravaginal sponges with synthetic
progestogen for 14 days, when eCG was applied to each female, artificial insemination was
performed at fixed time (55 hours of removal of sponges) by endoscopy. The blood smear
sample was taken seven days before artificial insemination and for 12 continuous days after this,
for each female by puncture of the jugular vein, then once a week for a period of three weeks,
ending days 60 and 90 post-insemination to perform differential count of white blood cells. The
concentration of progesterone was evaluated by immunoanalysis in our blood serum. Finding for
the case of the average of pregnant females show that there is no statistical difference between
the group of control females in comparison with the group that consumed enreiquecidae yeast
with microencapsulated selenium, but if there is difference compared to those females to which
selenite was supplied. . The group of females treated with sodium selenite showed the lowest
amount of gestations (40%), while the females in the control group and yeast enriched with
selenium in microcapsules presented 80%, reaching 100% of pregnant females in females that
consumed yeast enriched with Selenium (P<0.05). The averages of differential white blood cell
count for each day of sampling presented a significant difference (P<0.05). The cells with the
highest number were lymphocytes and neutrophils. The rest of the white cells showed no
difference between treatments. The organic selenium provided to sheep orally at the beginning of
the seasonal anestrus season favors similar concentrations of progesterone and fertility indices to
those observed in the control group, but higher than those recorded in sheep that received sodium
selenite.

Key words: Gestation, progesterone, leukocytes.
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1. INTRODUCCION

El selenio (Se) es un oligoelemento esencial para el crecimiento normal y la salud en
seres humanos y animales; desempefia funciones bioldgicas tales como formacion de hormonas
tiroideas, sintesis de ADN, favorece la angiogénesis que estimula el aporte de nutrientes al
ovocito favoreciendo la reproduccion y también estimula la respuesta innata y adquirida del
sistema inmunologico (Delves y Roitt, 2013).

Las deficiencias nutricionales de selenio causan alteraciones de sistemas y 6rganos tanto
de hembras como de machos. En hembra se afecta el crecimiento, desarrollo e implantacion del
embrion (Sharma y Agarwal, 2004), en el caso del macho se ve afectada la espermatogénesis,
ademas ocasionan depresion del estado antioxidante que conduce a la muerte celular.

El selenio también esta implicado en los sistemas de defensa antioxidantes, proteje contra
el estrés oxidativo y la eliminacion de especies reactivas del oxigeno, ejerce su actividad
mediante el aminoacido selenocisteina el cual esta incorporado a las selenoproteinas, dentro de
las cuales se encuentran glutatién peroxidasa, deiodinasas yodotironina, tiorredoxina reductasa,
selenoproteina P entre otras proteinas (Guerin et al., 2001), importantes en la gestacion normal
(Reyna et al., 2002).

Durante la gestacion, el sistema inmunoldgico de la madre se altera a nivel sistémico, la
inmunidad celular disminuye para aumentar la inmunidad adquirida. En hembras gestantes es en
el tercer trimestre de gestacion cuando los macréfagos y neutréfilos circulantes en sangre
aumentan la fagocitosis y la produccion de ROS, de esta manera se disminuye la inmunidad
celular y se aumenta la posibilidad de adquirir infecciones intra celulares maternas (Draca, 2002)
también se ha reportado que mientras aumenta la edad gestacional existe incremento de
antioxidantes en sangre, pero existen pocos estudios que reporten la funcion del selenio en la
inmunidad celular durante la gestacion en pequefios rumiantes, especialmente en ovinos.

Investigaciones previas sugieren que la biodisponibilidad de selenio varia con las formas
y fuentes de este mineral; formas organicas (selenometionina, selenocisteina, levadura
enriquecida con selenio) son menos toxicas, tienen mayor biodisponibilidad, se absorbe con
facilidad y son inmediatamente metabolizadas, en contraste con formas inorganicas; como
selenito y selenato de sodio (Yue et al., 2009).

Por lo anterior se considero importante evaluar el efceto de distintas fuentes de selenio
proporcionadas a hembras gestantes en época no reproductiva sobre la inmunidad celular y si se
afecta la disponibilidad de progesterona al inicio de la gestacion que permita aumentar la
implantacion embrionaria.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Sistema inmune

De acuerdo a lo descrito por Delves y Roitt (2013) el sistema inmune es una organizacion de
celulas y moléculas con funciones especializadas en la defensa contra la infeccion. Existen dos
tipos de respuesta ante la invasion de agentes extrafios al organismo. Las respuestas innatas
(naturales) comprenden células y mecanismos que defienden al ser vivo de infecciones por
diversos organismos de forma no especifica; esto significa que las células del sistema innato
reconocen y responden a patdgenos de forma genérica, no confiere inmunidad a largo plazo y
proporciona defensa inmediata; mientras que las respuestas adquiridas (adaptativas) son
eficientes al ser expuestas en repetidas ocasiones a infeccion. Las células de respuesta innata
utilizan células fagociticas (neutrdfilos, monocitos y macrofagos), células que liberan
mediadores inflamatorios (baséfilos, mastocitos y eosinéfilos) y células asesinas naturales (NK);
ademas de componentes moleculares que incluyen el complemento mayor de
histocompatibilidad, proteinas de fase aguda y citoquinas (interferones) de acuerdo a lo
reportado por Agarwal et al. (2005).

Las respuestas adquiridas involucran proliferacion de células B y T especificas de antigeno
cuando los receptores de superficie de estas células se unen al antigeno. Las células
especializadas, llamadas células presentadoras de antigeno, muestran el antigeno a los linfocitos
y colaboran con ellos en la respuesta antigénica. Las células B secretan inmunoglobulinas, los
anticuerpos especificos de antigenos responsables de eliminar los microorganismos
extracelulares; por otro lado las células T ayudan a las células B a producir anticuerpos, que
eliminan patdgenos intracelulares activando macréfagos y matando células infectadas por virus,
por lo que actGan en conjunto tanto la respuesta innata como la adquirida para eliminar
patdégenos. Todas estas células se desarrollan a partir de células madre pluripotentes a nivel de
higado fetal y en la médula 6sea para luego circula a través del fluido extracelular. Las células B
maduran en médula dsea, mientras que las células T viajan al timo para completar su desarrollo.
Las respuestas inmunes adaptativas se generan en los ganglios linfaticos, bazo y linfa, en los dos
primeros se lleva a cabo la activacion de los linfocitos por el antigeno (Agarwal et al., 2005;
Ramirez, 2006; Delves y Roitt, 2013).



2.1.1 Lainmunidad durante la gestacion

La interfase materno-fetal en humanos esta formada por el trofoblasto y la decidua materna,
el primero expresa moléculas como: interleucina (IL-10), factor estimulante de colonias de
granulocitos y macréfagos y ligando de Fas (Fas-L). La decidua materna, sitio
inmunoldégicamente privilegiado por inhibicion funcional esta poblada por diversos tipos
celulares: leucocitos, células del estroma y células madre mesenquimatosas. Las células del
trofoblasto que estan en contacto directo con el epitelio del Utero reciben el nombre de sincitio-
trofoblasto, las células mononucleadas restantes corresponden al citotrofoblasto (Huppertz,
2007). Las ceélulas del trofoblasto extravelloso tienen contacto con células deciduales, pero
también con células inmunoldgicas maternas (Moffett y Loke, 2004). En la gestacion normal
existen células del sistema inmunoldgico innato en la interfase materno-fetal, estas células son
necesarias para la gestacion y para que haya implantacion exitosa; infiltracién elevada de
leucocitos a este nivel puede originar complicaciones en la gestacién (Abrahams et al., 2005).

La placenta es la Unica estructura que presenta estrecha relacion de sangre materna con el
feto; para llevar a cabo el intercambio de nutrientes, gases y desechos, en este espacio existen
diversos mecanismos de tolerancia inmunoldgica; entre ellos, moléculas HLA-G en las células
del trofoblasto, sintesis de factores reguladores como: citoquinas y hormonas, equilibrio de
citoquinas Thl y Th2, mecanismos de apoptosis, produccion del factor transformante de
crecimiento beta (precursor TGF-a)) con fenotipo inmunosupresor, células T reguladoras; todos
estos mecanismos se relacionan entre si y se complementan para llevar a término la gestacion
(Iglesias et al., 2002).

Durante la gestacion, el sistema inmunolégico de la madre se altera y, a nivel sistémico, la
inmunidad adquirida mediada por células disminuye, mientras que la innata estd aumentada y
activada para dar respuesta inmediata y adecuada frente a microorganismos patdgenos,
observandose incremento de macrofagos y neutrofilos circulantes a partir del segundo trimestre
de gestacion. En el tercer trimestre estas células expresan aumento de fagocitosis y con esto
aumenta la produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS), trayendo como consecuencia
disminucion de la inmunidad celular y aumentando asi las infecciones intra-celulares maternas
(Draca, 2002).

En trabajos realizados por Abrahams et al. (2004) se describe que los macréfagos constituyen

de 20 a 30% de los leucocitos deciduales y permanecen constantes durante la gestacion, a
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diferencia de las células T y NK que fluctdan durante este proceso. Los macrofagos cooperan
con las células del trofoblasto durante la implantacion, participan en la remodelacion de la
vasculatura uterina, degradan la matriz extracelular, regulan la apoptosis, remueven productos
toxicos para el desarrollo embrionario; ademéas favorecen la tolerancia inmunolégica contra el
tejido fetal (Heikkinen et al., 2003) y en la etapa de parto participan en la dilatacion cervical
inicial, a traves de prostaglandinas y citoquinas proinflamatorias (Nagamatsu y Schust, 2010).

Un estudio realizado por Houser et al. (2011), en mujeres en primer trimestre de gestacion,
encontraron dos subtipos de macréfagos en decidua; CD14" y CD1lc que expresan genes
asociados con metabolismo de lipidos e inflamacion que pueden secretar citosinas pro y
antiinflamatorias, lo que les permite participar en la tolerancia fetal de la interfase. El subtipo
CD11c corto expresa genes asociados con la formacién de matriz extracelular y crecimiento
tisular (Houser et al., 2011).

Por otro lado, Singh et al.(2005), observaron que los macrofagos de la decidua aislados de
tejido coriodecidual y estimulados con lipopolisacarido (LPS) unen bacterias en forma
dependiente permitiendo realizar fagocitosis; cuando el LPS entra en contacto con el liquido
amniotico estimula a los macréfagos de la decidua para producir fosfolipasa A2 favoreciendo la
produccion de prostaglandinas E2 y F2a que pueden desencadenar parto prematuro, produciendo
ademés IL-1, factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) e IL-6 desencadenando respuesta
inflamatoria intrauterina (Singh et al., 2005).

El parto prematuro en mujeres puede ser ocasionado por mal funcionamiento de macrofagos
deciduales ocasionando corioamnionitis que puede desencadenar partos entre las semanas 23 a
36 de gestacion con incidencia relativamente alta. Durante la implantacion, los macrofagos
deciduales regulan de manera importante la apoptosis, que es critica para el desarrollo
embrionario (Abrahams et al., 2004) y algunas de sus funciones favorecen la tolerancia
inmunoldgica contra el tejido fetal (Heikkinen et al., 2003).

Durante la gestacion el feto es protegido por moléculas con caracter inmunomodulador, entre
estas se encuentra a: la progesterona, la enzima 2-3-dioxigenasa, los radicales libres y la
glicodelina. La hormona esteroidea progesterona, participa en el mantenimiento de la gestacion
en humanos y animales, aumenta considerablemente durante la gestacion, alcanza
concentraciones que disminuyen la actividad linfocitaria; funciona a través de receptor

intracelular y regula, aspectos celulares y moleculares implicados en el proceso de implantacion,
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ademas de reducir la capacidad reactiva de la madre contra los antigenos fetales (Barrera et al.,
2000). Ademas, controla la receptividad del endometrio, la implantacion del blastocito, el
desarrollo de la placenta, el reclutamiento de células NK de la decidua, regula el reconocimiento
de antigenos del CMH paterno, la polaridad de células T efectoras, la sensibilidad de células
presentadoras de antigeno y suprime la actividad de los macréfagos. De lo anterior se induce la
inmunosupresion a traveés de la produccion de citoquinas tipo Th2 (Barrera et al., 2000;
Abrahams et al., 2005).

La conexidn entre el sistema inmunoldgico y progesterona es a través de receptores para la
hormona que se encuentran en células mononucleares y en linfocitos T y & de sangre periférica
de hembras gestantes y células NK circulantes (Szekeres-Bartho et al., 2009). Para que se inicien
mecanismos inmunorreguladores dependientes de progesterona es necesario reconocer de
manera eficaz los antigenos fetales; concentraciones elevadas de progesterona induce la
produccién de citoquinas tipo Th2, factor inhibidor de linfocitos (LIF) y factor estimulador de
colonias de macréfagos (M-CSF) por células T (Van den Heuvel et al., 2005; Yie et al., 2006).

En un estudio realizado por Szekeres-Bartho et al.(2005) describen la proteina para el factor
blogueador inducido por progesterona (PIBF), la cual se sintetiza por accion de progesterona; en
linfocitos de hembras gestantes, disminuye el nimero de macrdfagos, prostaglandinas, IL-8,
GM-CSF e induce la produccion de citoquinas Th2, al mismo tiempo regula los efectos
inmunoldgicos de progesterona con actividad inmunosupresora. EI PIBF permite la fosforilacion
del receptor de IL-4 (IL-4-Ra) y de la proteina cinasa C (PKC), con activacion subsecuente de la
via de sefializacion Jak/STAT, induciendo genes que afectan a la invasion del trofoblasto. La
progesterona ejerce su accion inmunosupresora en linfocitos impidiendo la activacién de NF-xB
(Szekeres-Bartho, 2009).

De acuerdo a Rico y Vega (2012) la gestacion se lleva a cabo gracias a diversos mecanismos
que favorecen la implantacion del embrién y permiten su desarrollo durante toda la gestacion, y
que involucran células inmunitarias participes en la regulacién de respuesta y tolerancia
inmunitaria, al igual que en proteccion proporcionada por citoquinas Th2 y por moléculas
expresadas en células del trofoblasto, lo cual se logra con participacion conjunta de factores
locales expresados en la interfase 0 comunicacion materno-fetal; estos factores son: HLA-G; que
inhibe la citotoxicidad de los linfocitos agresores e induce la apoptosis de células CD8 activadas,

factor de crecimiento transformante beta; que induce tolerancia de la madre hacia el feto, los
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linfocitos agresores uterinos; funcionalmente diferentes a los periféricos, asimismo, moléculas
circulantes como progesterona y glicodelina, todos estos, importantes reguladores de la respuesta
inmunitaria; considerado la gestacion como condicion inmunolégica especial, donde el feto,
semialogénico, evita ser rechazado inmunolégicamente por la madre al inducir tolerancia
(Barrera et al., 2000; Draca, 2002).

2.1.2 Inmunidad en la oveja

De acuerdo a lo reportado por Byers y Kramer (2010) tanto las ovejas como las cabras, ya
sean domeésticas o salvajes son facilmente manejables para la extraccion y toma de muestras
sanguineas, a pesar de la precision de los métodos de laboratorio utilizados, los valores

publicados sobre intervalos hematolégicos normales para ovejas y cabras varian ampliamente

(Cuadros 1y 2).
Cuadro 1. Valores normales de células en el paguete sanguineo en ovejas
Rango Media

Serie eritrocitica
Eritrocitos (x 108/uL) 9-15 12.0
Hemoglobina (g/dL) 9-15 115
PCV (%) 2745 35
MCYV (fL) 28 -40 34
MCH (pg) 8-12 10.0
MCHC (%) 31-34 325
Diametro RBC (um) 3.2-6.0 4.5
Datos miscelares
Proteinas en plasma (g/dL) 6.0-75
Fibrinogeno (mg/dL) 100 - 500
Trombocitos (x10°%) 800 -1,100 500
Vida Gtil RBC (dias) 140 — 150
Mieloide: relacion eritroide 0.77-1.7 1.1
Serie leucocitica
Leucocitos totales (/uL) 4,000 -8,000 12,000
Neutréfilo (banda) —
Neutrdéfilo (segmentados) 700 - 6,000 2,400
Linfocitos 2,000 -9,000 5,000
Monocito 0-750 200
Eosinofilo 0-1,000 400
Basofilo 0-300 50
Porcentaje de distribucion
Neutréfilo (banda)
Neutréfilo (segmentados) 10 -50 30
Linfocitos 40-55 62
Monocito 0-6 2.5
Eosinofilo 0-10 5.0
Basofilo 0-3 0.5

Cuadro tomado de Byers y Kramer (2010).



Cuadro 2. Numero total de leucocitos y recuentos diferenciales normales en cabras (informes en
diferentes paises).

Pais Edad Conteo Neutrdéfil Neutr6fil Linfocit Monocit Eosinofil Basofil

WBC 0S 0s en 0s (%) 0s (%) 0s (%) 0s (%)
(x10%p  Maduros  banda
L) (%) (%)
México  2d-7s — 33.7+ 09+0.9 641+ 08%£09 05+07 00+
12.6 13.0 0.2
Adulto — 50.3+ 02+04 434+ 12+11 43z%21 0.6+
13.7 13.9 0.8
Reino 1d 75+29 552+ — 413+ 20%13 0.7 0.2
Unido 17.9 14.9
1s 89+41 429+ — 524+ 26+12 0.2 0.5
11.8 11.9
Im 92+24 327% — 625+ 21+17 1.0 1.1
10.8 94
3m 18.1+ 225+58 — 726+ 20+37 1.1 0.4
3.8 11.5
2a 81+25 49.0# — 423+ 31%25 1.9 0.9
10.7 10.4
+3a 9725 477+ — 482+ 22+%10 15 0.2
12.2 12.0
Estados Adulto 133+ 43.0+6.7 — 51.0+ 3.0 2.0 1.0
Unidos 2.7 114

d= dia, s= semana, m= mes y a= afio.
Cuadro tomado de Byers y Kramer JW (2010).

2.1.2.1 Eritrocitos

La eritropoyetina de mamifero (EPO) esta genéticamente bien conservada. Los globulos
rojos en ovejas son pequefios comparados con los de otros mamiferos y no se agregan ni se
deforman facilmente como los de otras especies (Ullery et al., 1965; Archer y Jeffcott, 1977;
Mock et al., 2008). En la mayoria de las razas ovinas los eritrocitos tienen forma discoide
(Figura 1a), mientras que en cabra Angora presentan glébulos rojos fusiformes mezclados con
glébulos discoide (Figura 1b).

Como en otras especies, la eritropoyesis acelerada en las ovejas y las cabras va
acompafiada de reticulocitosis, macrocitosis, policromasia y punteado basofilo de reticulocitos
(Ullery et al., 1965) el punteado se demuestra mejor en frotis recién preparados, EDTA-

conservados, secado al aire rapidamente y tincion de Wright o Giemsa para glébulos rojos.



o

fa o (d - ; . -
Figura 1. is sanguineo de oveja y cabra Angora. a) Frotis sanguineo de oveja tefiido con
hematoxilina (Gill’s I1l) observados con dicrotomia interfacial (DIF) a 40 X, b) Frotis de cabra Angora
teflido con azul de metileno, en B se muestran glébulos rojos fusiformes parcialmente lisados que
contiene una barra densa polimerizada de hemoglobina (flechas), ademas se visualiza una célula en forma
de barra (m) con hemoglobina densa (Byers y Kramer, 2010).

Las ovejas y cabras adultas aumentar la masa circulante de erirocitos y en caso necesario,
cuentan con una segunda ruta para aumentar su entrega efectiva de oxigeno a los tejidos en
necesidad de hemoglobina por anemia o en respuesta a la hipoxia en estos casos los glébulos
rojos recién formados vuelven a la sintesis de hemoglobina C (HgbC) que normalmente solo se
produce en la vida posnatal inmediata (Barker et al., 1980; Winslow et al., 1989). De acuerdo a
lo revisado por Harvey (1998) el metabolismo en globulos rojos de animales domésticos,
especificamente la oveja, tiene tasa de consumo de glucosa de 0.7 umol/h/mL en contraste con la

tasa de consumo de gldébulos rojos de caprinos que es 1.9 umol/h/mL.

2.1.2.2 Hemoglobina

Las ovejas y cabras adultas aumentar la masa circulante de erirocitos y en caso necesario,
cuentan con una segunda ruta para aumentar su entrega efectiva de oxigeno a los tejidos en
necesidad de hemoglobina por anemia o en respuesta a la hipoxia, en estos casos los glébulos
rojos recién formados vuelven a la sintesis de hemoglobina C (HgbC) que normalmente solo se
produce en la vida posnatal inmediata (Barker et al., 1980; Winslow et al., 1989). De acuerdo a
lo revisado por Harvey (1998) el metabolismo en gloébulos rojos de animales domésticos,
especificamente la oveja, tiene tasa de consumo de glucosa de 0.7 pmol/h/mL en contraste con la

tasa de consumo de globulos rojos de caprinos que es 1,9 pmol/h/mL.



2.1.2.3 Leucocitos

De acuerdo a Winslow et al. (1989) los globulos blancos o leucocitos son un conjunto de
celulas sanguineas; efectores celulares de la respuesta inmunitaria del organismo, se encuentran
presentes tanto en torrente sanguineo como en tejidos linfaticos, son producidos en médula 6sea
y tejido linfatico. El realizar conteo de globulos blancos o leucocitos en sangre puede ayudar
como indicador de presencia de alguna enfermedad o patologia. Elevado numero de leucocitos
en sangre se llama leucocitosis, mientras que una disminucién por debajo del limite inferior, se
denomina leucopenia. Los globulos blancos se clasifican de acuerdo a la lobulacion de sus
nucleos de la siguiente manera:

e Leucocitos con nucleos sin 16bulos o también llamados mononucleares.
Linfocitos: Células leucositarias de tamafio pequefio que reaccionan frente a materiales extrafios,
tienen alta jerarquia en el sistema inmunitario por ser encargados de la inmunidad especifica o
adquirida.
Monocitos: Células agranulociticas del paquete celular sanguineo blanco, son generados en la
médula Osea y través de la sangre emigran a diferentes drganos y tejidos (pulmones, higado,
bazo, huesos y ganglios linfaticos), su funcion es eliminar a diferentes microorganismos o restos
celulares.

e Leucocitos con nucleos lobulados (polimorfonucleares).
Neutrofilos: de tipo granulocito, son abundantes, presentan periodo de vida corto (de horas o
pocos dias), su funcion principal es fagocitar hongos y bacterias.
Basofilos: Son poco abundantes en sangre su respuesta inmunitaria esta conferida ante alérgias, a
través de la liberacion de histamina y serotonina en bajas concentraciones.
Eosinofilo: Son células blancas con multiples granulos, se originan en médula dsea; al parecer
por estimulo de IL-5 e IL-3 su vida media en sangre va de 3 a 4 dias, son responsables en

patogénesis de enfermedades alérgicas y muerte de paréasitos.
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Figura 2. Frotis sanguineo de ovejas, magnificacion original (600x). Se muestran en: a) Trombocitos,
linfocitos, neutréfilos y plaquetas; b) monocitos, trombocitos y plaquetas; c) linfocitos con granulos
azurofilos y plaquetas; d) linfocitos, eosinofilos y plaquetas; €) baséfilo y plaquetas (Byers y Kramer,
2010). Un asterisco sefiala linfocitos; dos asteriscos sefiala neutrofilos; tres asteriscos sefialan
trombocitos; las puntas de flecha en color verde sefialan plaquetas; las puntas de flecha en color rosa indican
eosinofilos; la punta de flecha azul sefiala célula basofila.

Por lo anterior es imporante conocer los parametros normales de la especie en estudio
para determinar los factores internos o externos que los pueden alterar. El conteo diferencial de
glébulos blancos (WBC; por sus siglas en Inglés) es Gtil para monitoriar estados inflamatorios en
ovejas y cabras, aunque también se utilizan en investigaciones realizadas con otras especies. Por
su tamafio pequefio las ovejas y cabras permiten realizar investigaciones con muestras de sangre
de hematopoyesis, oncologia e inmunologia. El conteo diferencial de células blancas tanto en
ovejas como en caprinos cambia con la edad (Winslow et al., 1989). Los neutréfilos son
dominantes durante las primeras dos semanas de vida postnatal, las siguientes tres semanas de
edad las células dominantes son linfocitos y neutréfilos: con proporcién de linfocitos de 0.5 en
corderos y 0.6 en nifios. En las ovejas proximas a parir hay disminucion en el recuento de

glébulos rojos y en WBC, como neutrofilia y linfopenia.
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2.1.2.4 Neutrofilos

De acuerdo a Byers y Kramer (2010) los neutrofilos son parte esencial del sistema
inmune innato, pueden destruir; cualquier invasor que se encuentre en el organismo, bacterias y
parésitos, son el primer tipo de células inmunes que responde y llega al sitio de infeccidn
mediante quimiotaxis. Ademas del reclutamiento y la activacion de otras células del sistema
inmune, los neutrdfilos tienen funcion clave en la defensa de primera linea contra los patdégenos
invasores. Pueden atacar a los microorganismos mediante tres métodos: fagocitosis (ingestion),
liberacion de agentes antimicrobianos solubles (desgranulacién) y generacion de trampas
extracelulares de neutrofilos.
Las infecciones son diagnosticadas al realizar un recuento absoluto de neutréfilos (RAN) por ser:
de los mas abundantes ante una infeccidn, ademas de ser observados en procesos inflamatorios y
como el principal componente de pus (Ramirez, 2006).
Los resultados de un recuento absoluto de neutréfilos, puede ser bajo o alto, causado por
problemas de salud. Cuando se obtienen recuentos de neutréfilos bajos, el organismo es mas
vulnerable a enfermedades infecciosas por bacterias y hongos, esta condicion se conoce como
neutropenia. Cantidades elevadas de neutrofilos provoca infecciones, inflamacion o trastornos
cronicos tales como leucemia mieloide crénica a esta condicion se conoce como neutrofilia
(Anosa, 1993; Byers y Kramer, 2010).

En investigaciones realizadas por Anosa (1993) utilizando tinciones de Wright o
Giemsa en el neutrofilo de oveja, se observa el citoplasma con textura eosinofilica granular,
presentan granulos primarios, secundarios y terciarios, estos Ultimos al ser comparados con otras
especies son numerosos, grandes y densos (Figura 3). Cuando se emplea tincién citoquimica o
inmunocitoquimica en neutrofilos de rumiantes se revela una gama de enzimas y sustratos,
siendo la lisozima una enzima comin en muchas especies, pero ausente del citoplasma de

neutrofilos de ovejas y caprinos.
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Figura 3. Imagen de un Neutrdfilo de oveja con ndcleo multilobulado. Se observa citoplasma lleno de
granulos primarios grandes y densos. Amplificacion 14,000x. (Byers y Kramer, 2010).

2.1.2.5 Eosindfilos

De acuerdo a lo reportado por Brito et al. (2003) el eosinofilo presenta ndcleo
bilobulado caracteristico y sus granulos citoplasmicos son distintivos sus proteinas granulares
son responsables de muchas funciones proinflamatorias, principalmente en patogénesis de
enfermedades alérgicas, como célula efectora de hipersensibilidad inmediata, asi como en la
muerte de parasitos. Los eosindfilos interacttan con otras células por la expresién de mdltiples
receptores en su superficie.

En el caso de los rumiantes los nlcleos de la mayoria de los eosin6filos son bilobulado
y rodeados de numerosos granulos citoplasmicos; pequefios, redondos, refractiles contra el fondo
de citoplasma basdéfilo escaso. Dentro de los granulos oosinofilicos de ovejas hay estructuras
cristalinas densas (Figura 2 y 4). Los ovinos y caprinos presentan respuesta inmunoldgica al
parasitismo estacional con eosinofilia; esta eosinofilia estacional no debe ser considerada como
un estado “normal” (Pernthaner et al., 1995) y si como un hallazgo patologico, los rangos y

media de eosinofilos se muestran en el cuadro 1.

Figura 4. Imagen de un Eosinofilo de oveja caracterizado por granulos pleomorficos con barras
cristaloides y espirales membranosos, escasos organelos celulares. Amplificacion 12,000x. (Byers y
Kramer, 2010).
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2.1.2.6 Basofilos

Los basofilos son células mononucleares con un alto contenido granular su diferenciacion
esta mediada por IL-3, contienen histamina y comparten muchas similitudes con los mastocitos
residentes en los tejidos, activandose cuando se produce entrecruzamiento del antigeno con el
receptor FceRI de IgE. El entrecruzamiento provoca la rdpida degranulacion y liberacion del
contenido intracelular. Los basofilos también pueden activarse sin la presencia de IgE, gracias a
mediadores inflamatorios como los factores del complemento (C5a y C3a), MBP, PAF y
quimiocinas. En ovejas y caprinos se observan con poca frecuencia presencia de basofilos en
sangre periférica, cuando se observan contienen numerosos, pequefios y electrodensos granulos
citoplasmaticos; que pueden enmascarar completamente el nicleo (Figura 2 y 5) estos datos

concuerdan con lo reportado por Anosa (1993) y Harvey (1998).

Figura 5. Imagen de un Basofilo de oveja con diversa poblacion de granulos citoplasmicos. Amplificacion
13,000x. (Byers y Kramer, 2010).

2.1.2.7 Monocitos

Los monocitos, son los precursores circulantes de macrofagos tisulares, el primer precursor
reconocible de monocitos es el monoblasto, seguido del promonocito, con granulos
citoplasmaticos y nacleo mellado. En promedio de 6 dias el monocito maduro es mas grande que
un neutrdfilo, tiene citoplasma lleno de granulos con enzimas hidroliticas, ademas de conservar
capacidad limitada de dividirse, asi como sufrir una diferenciacién adicional al entrar en los
tejidos, donde pueden vivir semanas 0 meses (Byers y Kramer, 2010).
Los monocitos de ovejas y caprinos pueden ser redondos o convolucionados, con diametro de
13- 19 um (Anosa, 1993; Harvey, 1998); el nucleo puede ser mellado o bilobulado, y contiene
patrén difuso de cromatina, el citoplasma es gris y contiene granulos pequefios, indistintos, de

magenta a eosinéfila cuando estd manchado con la tincién de Wright; las vacuolas citoplasmicas
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son comunes y de forma mas irregular que los que se ven en algunos linfocitos grandes (Figura
6).

Figura 6. Imagen de un monocito de ‘oveja con granulos, vesiculas, ribosomas, el reticulo
endoplasmatico rugoso, la mitocondria y los cuerpos de Golgi son destacados. Amplificacion 13,000x.
(Byers y Kramer, 2010).

2.1.3 Proceso inflamatorio como respuesta inmune

La inflamacion es la respuesta del sistema inmunoldgico ante infeccion o lesion por
invasores extrafios; virus y bacterias, las cuales desencadenan que diversos glébulos blancos se
transporten por el torrente sanguineo hasta el lugar de invasion o infeccion. Durante este
momento el organismo puede presentar sintomas de: dolor, enrojecimiento, aumento de la
temperatura o edema, asi como rigidez o pérdida de movilidad. En humanos se ha observado que
la fiebre ayuda a acelar el metabolismo, por cada cuatro grados centigrados que sube la
temperatura las reacciones quimicas se multiplican por dos, entre los procesos que son
favorecidos estan mecanismos relacionados con eliminacion de toxinas; por lo que se considera
la inflamacion un proceso de desintoxicacion del organismo y de limpieza (Lee et al., 2000).

El proceso inflamatorio desencadena la activacion del complemento generando C3-
convertasa, de accion proteolitica sobre el factor C3 (componente complemento),
fragmentandola en C3a (anafilotoxina) y C3b; la unidn de C3b sobre la membrana en cuestion es
elemento fundamental para el proceso de opsonizacién (proceso de marcaje) por fagocitos. El
quimioatractor de neutrdfilos y el activador C5a también se produce, y junto con C3a y C4da
desencadena el lanzamiento de histamina por desgranulaciéon de mastocitos. Esto a su vez causa
la contraccion de los musculos lisos y rapido aumento en la permeabilidad vascular local (Lasky,
1995).

A medida que el neutréfilo se activa, rapidamente arroja L-selectina de su superficie y la
reemplaza con otras moléculas de adhesion de superficie celular, como integrinas, quienes se
unen E-selectina, que aparece en la pared de los vasos sanguineos bajo la influencia de
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mediadores inflamatorios como lipopolisacarido de la pared celular de bacterias, citoquinas IL-1,
TNF, complemento de prostaglandinas, leucotrienos y otros mediadores inflamatorios que
contribuyen a la concentracion de células inflamatorias como citosinas quimiotécticas Ilamadas
quimiocinas. Los neutréfilos activados pasan a través de paredes del vaso, moviéndose hacia
arriba en el gradiente quimiotactico para acumularse en el sitio de infeccion, donde estan
colocado para fagocitar cualquier microbio recubierto de C3b (Arnaout y Michishita, 1993).

El organismo estd preparado para producir inflamacion en el momento que se considera
necesario, pero también puede reducirla o calmarla. Las prostaglandinas pueden controlar
procesos inflamatorios, afectar el tono muscular de arterias, disminuir la presion sanguinea o
reducir el agregamiento plaquetario, un grupo de ellas presentan efectos opuestos por lo que
existe un delicado equilibrio entre estos efectos, el cual determina el estado de salud. Las
prostaglandinas se producen a partir de acidos grasos esenciales presentes en los alimentos, razon
por la ccual la dieta consumida puede ser de importancia en la respuesta inflamatoria (Barrera et
al., 2000; Guerin et al., 2001).

Las prostaglandinas reguladoras de inflamacion son necesarias ya que la inflamacion es un
proceso del organismo para eliminar sustancias de desecho, entre ellos radicales libres, pero una
vez iniciado el proceso es importante haya la menor cantidad de estas prostaglandinas para que la
inflamacién sece. En el proceso inflamatorio intervienen algunas vitaminas y minerales: las
vitaminas de intervencién pueden ser la vitamina C, E, B3 y B6; los minerales zinc y selenio
(Lee et al., 2000).

2.2 Accion del selenio en la inmunidad

La participacion del selenio dentro del organismo es la de fortalecer al sistema inmunitario y
reducir la inflamacion mediante la enzima glutatién peroxidasa dependiente de selenio, que
participa en el proceso de eliminacion de especies reactivas de oxigeno catalizando la reduccion
de los perdxidos (H20-) y lipoperoxidos, especificamente durante la gestacion normal (Reyna et
al., 2002), observando incremento de antioxidantes en sangre conforme progresa la gestacio. En
caso de que la concentracion de selenio-Glutation peroxidasa sea baja se favorece la formacion
de moléculas oxidativas lo que puede ocasionar gestacion complicada. Al comparar la
concentracion de radicales libres entre mujeres con preeclampsia y mujeres sin ésta, las primeras

presentan incremento de radicales libres. Se considera que administrar selenio a hembras
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gestantes o0 proximas a inseminacion puede favorece la eliminacion de radicales libres al
estimular la produccién de glutation peroxidasa dependiente de dicho mineral permitiendo asi

tener homestasis en estos productos (Rusterholz et al., 2007).

2.3 Accion del selenio en la inmunidad

La participacion del selenio dentro del organismo es la de fortalecer al sistema inmunitario y
reducir la inflamacion mediante la enzima glutation peroxidasa dependiente de selenio, que
participa en el proceso de eliminacion de especies reactivas de oxigeno catalizando la reduccion
de los perdxidos (H20.) y lipoperoxidos, especificamente durante la gestacion normal (Reyna et
al., 2002), observando incremento de antioxidantes en sangre conforme progresa la gestacio. En
caso de que la concentracion del binomio selenio-Glutation peroxidasa sea baja se favorece la
formacion de moléculas oxidativas lo que puede ocasionar gestacion complicada. Al comparar la
concentracion de radicales libres entre mujeres con preeclampsia y mujeres sin ésta, las primeras
presentan incremento de radicales libres. Se considera que administrar selenio a hembras
gestantes o proximas a inseminacion puede favorece la eliminacion de radicales libres al
estimular la produccion de glutation peroxidasa dependiente de dicho mineral permitiendo asi

tener homestasis en estos productos (Rusterholz et al., 2007).

2.4 El selenio y su importancia en la reproduccion

Durante muchos afios el selenio fue asociado a diversos problemas de intoxicacion mas que
con deficiencias, tiempo despues se demostrd su esencialidad e incluso la necesidad de aportarlo
en la dieta de los animales de interés zootécnico debido a las diversas funciones que desempefia
en el organismo. Algunos de los sintomas asociados a la deficiencia de selenio son; caida de lana
0 pelo, agrietamento de cascos o pesufias, asi como la manifestacion de la enfermedad del
musculo blanco, dismunucién de ganancia de peso y por tanto deterioro de la condicién corporal
(Crempien, 1988).

Afios mas tarde diversos estudios demuestraron que el selenio es un micromineral de
importancia biologica, desempefia funciones en el crecimiento, reproduccion y prevencion de
enfermedades, ademas de participar en proteccion e integridad de membranas celulares
(McDowell, 2003). Las funciones méas importes se debe a las selenoproteinas, conjunto de
proteinas, que poseen los aminoacidos selenocisteina y selenometionina, analogos a la cisteina y

metionina respectivamente, las cuales contienen selenio en lugar de azufre. La selenocisteina es
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incorporada a la sintesis ribosomal de proteinas mediante un mecanismo especifico, montado
sobre el aparato traduccional candnico, que permite la decodificacién de codones UGA como
selenocisteina (aminoécido involucrado en la catalisis redox). El selenoproteoma del ser humano
consta de 25 proteinas, aun se desconoce la funcion de todas ellas, pero se siguen estudiando
(Guerin et al., 2001; Agarwal et al., 2005).

Las selenoproteinas son importantes en el mantenimiento de la homeostasis redox, debido a
los sistemas de tiorredoxina y glutation, y también guardan importancia en el metabolismo de
las hormonas tiroideas utilizando a tironina deyodinasa, en la maduracion de los espermatozoides
y en la funcién muscular por accion de la selenoproteina N (Alvarez et al., 2010), ademas de
participar en la sintesis de ADN, en mecanimos de inmunidad y reproductivos, su adicion en la
dieta mejora la fertilidad tanto en hembras como en machos, en hembras, especificamente en
mejorar la viabilidad del oocito y células de la granulosa (Vazquez et al., 2017), efecto que se
expresa en la sanidad del foliculo maduro y por supuesto en la produccién de progesterona ya
que ayuda a alargar el tiempo de vida del cuerpo luteo (CL) y es indispensable en el proceso de
implantacion del blastocito y mantenimiento de la gestacion. La deficiencia de selenio esta
asociado a aumento en muertes embrionarias, de mortalidad neonatal, al igual que con
nacimiento de corderos débiles o muertos y retencion de placenta (Tomac, 2011); mientras que
en machos se afecta la espermatogénesis.

Otro estudio realizado por Surai et al. (1998) sobre la funcion que desemparfia el selenio a
nivel celular, demuestran que este oligoelemento esencial participa en la proteccion de
membranas celulares ante degeneracion oxidativa a causa de los radicales libres productos de
multiples reacciones metabdlicas dentro del organismo por lo que la falta de este micronutriente

ocasiona la degradacion y degeneracion de los tejidos.

2.5 Estrés oxidativo

2.5.1 Radicales libres
Las especies de radicales libres son inestables y altamente reactivas, para estabilizarse

deben adquirir electrones provenientes de acidos nucleicos, lipidos, proteinas, carbohidratos o
cualquier molécula cercana, causando una cascada de reacciones en cadena que resulta en dafio

celular y enfermedad (Attaran et al., 2000; Pierce et al., 2004). Existen dos principales tipos de
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especies de radicales libres: especies de oxigeno reactivo (ROS) y especies reactivas de
nitrogeno (NOS).

2.5.2 Especies de oxigeno reactivo

Existen tres tipos principales de ROS: superdxido (Oze -), peroxido de hidrogeno (H205),
hidroxilo (OHe) y el radical superdxido el cual se forma cuando los electrones se escapan de la
cadena transportadora de electrones (Halliwell et al., 1992). La dismutacion del superdéxido da
como resultado la formacion de peréxido de hidrdgeno, el ion hidroxilo es altamente reactivo y
puede modificar las purinas y pirimidinas causando roturas de cadena de ADN (Mello et al.,
1984). Las ROS tienen diversas funciones fisioldgicas y patologicas en el tracto reproductivo
femenino. Se han realizado mdltiples estudios en animales y humanos demostrando la presencia
de ROS en el tracto reproductivo femenino: ovarios (Jozwik et al., 1999; Behrman et al., 2001)
trompas de Falopio (Mouatassim et al., 1999) y embriones (Guerin et al., 2001), dando pauta
para afirmar que ROS estan involucradas en la modulacion de numerosas funciones fisiologicas
reproductivas como son la maduracion de los ovocitos, la esteroidogénesis en el ovario, funcion
del CL y luteolisis, asi como en el metabolismo del embrion y de su entorno (Ishikawa et al.,
1993; Sabatini et al., 1999; Behrman et al., 2001; Vazquez et al., 2017).

2.5.3 Especies reactivas de nitrégeno

El 6xido nitrico (NO) se sintetiza durante la conversion de la enzima L-arginina a L-citrulina
por accién de 6xido nitrico sintasa (NOS) (Rosselli et al., 1998; Vega et al., 1998) quedando con
un electron desapareado, NO, que es un radical libre altamente reactivo, dafia proteinas,
carbohidratos, nucledtidos y lipidos resultando en dafio celular total y en tejidos (Dong et al.,
2001). NO relaja la sangre arterial y venosa, también puede inhibir la agregacién plaquetaria y
adhesién, actuando como agentes vasodilatadores (Ohl et al., 2002).

La NOS se asocia con asma, lesion isquémica/reperfusion, choque séptico y aterosclerosis
(Schrier et al., 2004; Reynaert et al., 2005). Las especies reactivas de nitrogeno mas comunes
son el 6xido nitrico (NO) y didxido de nitrégeno (Attaran et al., 2000; Pierce et al., 2004). EI NO
es producido por la enzima NO-sintasa, es importante mencionar que existen tres tipos de 6xido
nitrico sintasa (NOS) isoenzimas en mamiferos que implican la NOS endotelial (eNOS), NO

sintasa neuronal (nNOS) y NO sintasa inducible (iNOS). Tanto la nNOS y la eNOS son sintasas
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constitutivas de NO, responsables de la liberacion basal continua inducible de NO; por otro lado,
INOS estd presente en fagocitos mononucleares (monocitos y macrofagos) y produce gran
cantidad de NO como respuesta al proceso proinflamatorio de citoquinas y lipopolisacaridos (Ota
et al., 1998; Rosselli et al., 1998; Osborn et al., 2002). La eNOS se expresa en células tecales,
células de la granulosa y la superficie del ovocito durante el desarrollo folicular, en la mayoria de
los organos, la INOS es expresada solo en respuesta a estimulos inmunoldgicos (Lee et al.,
2000).

2.6 Antioxidantes en el organismo y su relacion con el dafio celular
2.6.1 Antioxidantes

En condiciones normales, se conocen moléculas de "barrido” como antioxidantes los cuales
convierten ROS en H>O para evitar la sobreproduccién de ROS y mantener la homeostasis
dentro del organismo. Hay dos tipos de antioxidantes en el cuerpo humano: antioxidantes

enzimaticos y no enzimaticos (Van Langendonckt et al., 2002; Pierce et al., 2004).

2.6.2 Antioxidantes enzimaticos

Se conocen como antioxidantes naturales, neutralizan ROS excesivos, evitando dafio celular
estructural, dentro de este grupo se encuentran: SOD, catalasa, glutation peroxidasa y glutation
reductasa, que causa la reduccion de peréxido de hidrégeno a agua y alcohol (Van Langendonckt
etal., 2002).

2.6.3 Antioxidantes no enzimaticos

También conocidos como antioxidantes sintéticos o suplementos dietéticos. EI complejo
sistema antioxidante del organismo esté influenciado por la ingesta de antioxidante vitaminas y
minerales como vitamina C, vitamina E, selenio, zinc, taurina, hipotaurina, glutation, beta
caroteno y caroteno (Van Langendonckt et al., 2002; Agarwal et al., 2003; Pierce et al., 2004).
La vitamina C es cofactor enzimatico implicado en diversas reacciones fisioldgicas
(hidroxilacién) como sintesis del colageno y gldébulos rojos, contribuye al buen funcionamiento
del sistema inmunitario pues detiene propagacion del proceso peroxidativo, ademas la vitamina
C ayuda a reciclar vitamina E y glutation oxidado (Chan, 1993). Por otro lado la taurina,
hipotaurina y transferrina se encuentran principalmente en la trompa y liquido folicular donde

protegen al embridn del estrés oxidativo (Guerin et al., 2001). La glutation esta presente en el

19



liquido ovocito y tubéarico, donde tiene como accion mejorar el desarrollo del huevo o embrién
(de Matos y Furnus, 2000).

2.7 Relacion del estrés oxidativo en la reproduccion

Las células han desarrollado amplia gama de sistemas antioxidantes capaces de limitar la
produccién de ROS, inactivarlas y reparacion de dafio celular (Van Langendonckt et al., 2002;
Agarwal y Allamaneni, 2004; Pierce et al., 2004) el estrés oxidativo influye en toda la vida
reproductiva de mujeres e incluyebdo el periodo de menopausia, se ha propuesto que el declive
en fertilidad producido por la edad es modulada por el estrés oxidativo (OS) (de Bruin et al.,
2002) otros eventos reproductivos modulados por presencia de antioxidantes son: gestacion
(Myatt y Cui, 2004), parto normal (Fainaru et al., 2002; Mocatta et al., 2004), asi como trabajo
de parto y partos prematurso (Wall et al., 2002; Pressman et al., 2003). Otros estudios han
demuestrado que las ROS afectan otras funciones reproductivas como son la maduracion de
oocitos, esteroidogénesis ovarica, ovulacion, implantacién, formacién de blastocisto, luteolisis y
mantenimiento lUteo en gestacion (Ishikawa, 1993; Vega et al., 1998; Jozwik et al., 1999; Suzuki
et al., 1999; Sugino et al., 2000) debido a que ROS sirven como sefial clave a moléculas en
procesos fisioldgicos y patoldgicos; concentraciones altas de ROS producen enfermedades en
organos reproductivos como endometrios y patogénesis de la infetilidad fmenina afectando la
fertilizacion e implantacion de cigotos (Bedaiwy et al., 2002; Agarwal y Allamaneni, 2004;
Sharma y Agarwal, 2004).

En células de granulosa y teca del foliculo en crecimiento se han encontrado enzimas
dependientes de cobre, zinc y manganeso como: SOD, por otro lado la glutation peroxidasa
dependiente de selenio tiene actividad en el liquido y suero folicular de pacientes sometidos a
fecundacién in vitro. En oviductos y ovocitos de humano y raton se ha visto expresion de las
enzimas antioxidante tales como SOD, glutation peroxidasa y gamma-glutamilcisteina sintetasa;
que ayudan a mejorar la calidad tanto del 6vulo como del foliculo por atrapamiento de ROS
(Mouatassim et al., 1999). El estrés oxidativo influye en el desarrollo embrionario temprano al
modificar factores clave de transcripcion y por lo tanto la expresion génica (Dennery, 2004).
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2.8 Presencia de radicales libres en el desarrollo folicular

Diversos estudios han utilizado marcadores de estrés oxidativo como la SOD, Cu-Zn-SOD,
Mn-SOD, glutation peroxidasa dependiente de selenio, y glutamil sintetasa y peroxidos lipidicos;
localizacion realizada con inmunohistoquimica, expresion de m-ARN vy tiobarbitdrico método
acido (Suzuki et al., 1999; Attaran et al., 2000; Sugino et al., 2000); estas técnicas muestran la
expresion de varios biomarcadores de estrés oxidativo para que se lleve a cabo el ciclo normal
del desarrollo folicular en ovarios de humanos (Shiotani et al., 1991; Suzuki et al., 1999); se han
estudiado todas las etapas foliculares; para localizacion de expresién de SOD (Suzuki et al.,
1999), demostrando que las ROS tiene funcion reguladora en la maduracion de ovocitos,
foliculogénesis, esteroidogénesis ovarica y luteolisis, por lo que existe delicado equilibrio entre
ROS y las enzimas antioxidantes en tejidos ovaricos, debido a que las enzimas antioxidantes
neutralizan la produccion de ROS y protegen al ovocito y embrion, ademas otra investigacion
realizada por Shiotani et al. (1991) demostré presencia de SOD en las células de teca interna de
foliculos antrales ovaricos

Investigaciones realizadas por Suzuki et al. (1999) que investigaron la unién del anticuerpo a
la proteina Ad4 (Ad4BP) para localizar Ad4BP en ndcleos de células de teca y granulosa;
Ad4BP es un factor de transcripcion esteroidogénico que induce transcripcion de la enzima P450
esteroidogénica que controla la esteroidogénesis ovarica, se encontrd correlacion entre expresion
de Ad4BP y SOD lo que indica asociacion entre estrés oxidativo y esteroidogénesis ovarica.
Tanto las células de granulosa como luteas de humano responden al peroxido de hidrégeno con
supresion de la accion de gonadotropina e inhibicion de secrecidn de progesterona (Behrman et
al., 2001). La produccién de progesterona y estradiol es reducida cuando se agrega peroxido de
hidrégeno a cultivo de células luteas estimuladas por gonadotropina corionicas humanas, el
peroxido de hidrégeno disminuye la esteroidogenesis tanto dependiente del AMP ciclico como la
no dependiente de CAMP (Vega et al., 1995).

La funcién de gonadotropina corionica humana (hCG) en la expresion lutea de las enzimas
SOD y Cu-Zn-SOD en paralelo con progesterona fue investigada en pacientes con histerectomia
y cirugia para gestacion ectopica y estos niveles se elevaron desde la fase lutea temprana a la
media y disminuyeron durante la regresién del CL. Sin embargo, en pacientes embarazadas la
expresion de ARNm para Cu-Zn SOD en CL fue mayor que en cuerpo liteo de medio ciclo, esta

expresion potenciada de superoxico dismutasa dependiente de Cu-Zn luteal se debe a hCG,
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concluyendo que hCG tiene funcién en el mantenimiento de la funcién del CL en la gestacion
(Vegaetal., 1995).

Investigacion realizada por Jozwik et al. (1999) sobre el estrés oxidativo, dienos conjugados,
hidroperoxido de lipidos y &cido tiobarabitirico se determinaron en foliculos preovulatorios
encontrando que existia gradiente de concentracion significativamente menor en el liquido
folicular en comparacion con niveles séricos; el foliculo preovulatorio tiene potente sistema de
defensa antioxidante, que se agota por la peroxidacion intensa. La glutation peroxidasa también
puede mantener bajos niveles de hidroperoxidos dentro del foliculo y por lo tanto, tiene accion

importante en gametogénesis y la fertilizacion (Paszkowski et al., 1995).

2.9 Ovulacién

La produccion de un ovocito viable estd modulada por interaccion compleja de factores
endocrinos, paracrinos y autocrinos que conducen a la maduracion folicular, ovulacion y
luteinizacion. Muchos factores hormonales y paracrinos determinan la competencia de oocitos y
calidad embrionaria. Hormonas esteroideas, autocrino local y los factores paracrinos influyen en
las células del estroma ovarico, las gonadotropinas actlan a través de mdltiples vias de
sefializacion locales, donde el AMP ciclico es el segundo mensajero para provocar el efecto de la
hormona luteinizante y hormona foliculoestimulante (LaPolt et al., 2003), el AMP ciclico
también activa otras vias de sefializacion. EI monofosfato de guanosina ciclico (cGMP),
nucledtido ciclico, se ha propuesto como via de segundo mensajero, donde los efectos de NO son
mediados por cGMP o como resultado de la generacion de ROS de la interaccion de NO con los
radicales superdxido (Hanafy et al., 2001).

Considerando que tanto neuronas, vasos sanguineos y células del sistema inmune son partes
integrales de los 6rganos reproductivos, existe probabilidad que NO sea importante regulador de

la biologia y fisiologia del sistema reproductivo (Rosselli et al., 1998).

2.10 Integridad del cuerpo lateo y produccion de progesterona
En los mamiferos la funcion del cuerpo luteo (CL) es la sintesis de progesterona (P4)
requerida para el establecimiento del ambiente uterino idéneo para el desarrollo de peri-
implantacion (embriones y membranas extra embrionarias asociadas) y del éxito del

mantenimiento de la gestacion (Ryan, 1969). La progesterona actia en el endometrio para
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regular la sintesis de factores de crecimiento, citoquinas, en la adhesion y transporte de proteinas,
inhibidores de proteasas, hormonas y enzimas que son reguladores primarios de la implantacion,
supervivencia y desarrollo de la gestacion (Graham y Clarke, 1997). Asi, la produccion
comprometida de progesterona por el CL es factor de riesgo potencial para el desarrollo prenatal
y el éxito de la gestacion (Arredondo y Noble, 2006; Diskin y Morris, 2008).

La regresion o desaparicion del CL permite el inicio de un nuevo ciclo reproductivo, en cada
ciclo no fértil se caracteriza por la pérdida de capacidad de las células luteas para producir y
secretar progesterona (regresion funcional) asi como muerte de células ldteas (regresion
estructural). EI CL funcional de mamifero contiene dos tipos de células esteroidogénicas,
denominadas células luteas grandes y pequefias, las cuales se establecen entre el tejido conectivo
y la vasculatura abundante (Kato et al., 1997; Tomac, 2011).

Los mecanismos de rescate del CL de la muerte celular y el mantenimiento de la produccion
de progesterona son muy complejos y varian entre las especies de mamiferos (Niswender et al.,
2000). Behrman et al. (2001) encontraron evidencia sustancial de que las especies reactivas de
oxigeno (ROS) son factores clave para determinar el tiempo de vida del CL y que los
antioxidantes son importantes en la fisiologia de este; durante el ciclo estral (Sugino et al.,
2000a, Al-Gubory et al., 2005, 2006; Sugino et al., 2006,). La produccion y propagacion de ROS
luteal depende de diversos factores reguladores, como antioxidantes IGteos, hormonas esteroides,
y citoquinas. Sin embargo, se desconoce cudl de estos factores tienen mayor contribucion a la
funcion del CL.

Exiten estudios in vivo que estudian el CL entre los mas destacados estan los realizados en
ratas (Sugino et al., 1993a), mujeres (Sugino et al., 2000a) y ovejas (Al-Gubory et al., 2004;
Arianmanesh et al., 2011) que han demostrado la importancia de enzimas antioxidantes en el
control de la funcién luteal durante el periodo de peri implantacion, aunque adn no esta clara la
secuencia de eventos que conducen a la regresion latea funcional y estructural al final del ciclo
estral/menstrual, como defecto de la fase lutea se puede afectar la fertilidad al impedir la

implantacion y el desarrollo embrionario temprano en animales y humanos.

23



2.11 Accion de las especies reactivas de oxigeno (ROS) en la esteroidogenesis del
CL

Como toda célula aerdbica, las células del CL producen ATP a través de la respiraciéon de O2
teniendo como subproducto la formacion de ROS luteales. ElI paso limitante de la
esteroidogénesis en todos 6rganos esteroidogénicos, incluido el CL (Christenson y Devoto,
2003), es la transferencia de colesterol desde el exterior a la membrana mitocondrial interna
donde se convierte en pregnenolona por la enzima citocromo P450 luteal (ROS se generan a
través de rutas enzimaticas del citocromo P450 mitocondrial; Zangar et al., 2004). En el CL los
ROS son producidos por macrofagos (Sugino et al., 1996) y células liteas (Kato et al., 1997) y
con su presencia afectan la produccién de progesterona.

Estudios realizados por Laloraya et al. (1988) reportan que ROS regular la biosintesis de la
hormona esteroidea en el CL. La induccion de SOD ovarico por LH, que a su vez podria
conducir a la produccion de H2O2, sugiere que esta accion esta involucrada en el mecanismo por
el cual la LH estimula la secrecién de progesterona en el CL de la rata mostrando que ROS
puede funcionar beneficamente para controlar la produccion de progesterona por células luteas
durante el ciclo reproductivo pero que también inhibe la sintesis de progesterona al final del ciclo
(Carlson et al., 1993). Se ha informado que los aniones superoxido Oz~ esta involucrado en el
mecanismo por el cual LH estimula secrecion de progesterona en el CL de la rata (Sawada y
Carlson, 1996).

Ho et al. (1998) informaron por primera vez que la deficiencia de SOD1 conducia a baja
fertilidad debido a pérdida embrionaria posterior a la implantacién en ratones hembra. Un
estudio reciente demuestra que el aumento de Oz ovarico intracelular en ratonas con deficiencia
de SODL1 se asocia con aumento de muerte celular apoptética en el CL y en la alteracién de la
formacion de CL y produccion de progesterona (Noda et al., 2012). Estos datos indican que el
control de O2 por SOD1 en el ovario es fundamental para el mantenimiento de la funcion luteal y
secrecion de progesterona. La generacion controlada de ROS por antioxidantes es uno de los
elementos centrales en los mecanismos implicados en la funcién celular, crecimiento,
diferenciacion y muerte (Valko et al., 2007), por lo tanto, se presume que ROS puede funcionar
como reguladores intracelulares de la esteroidogénesis y que mantener el equilibrio entre la
capacidad antioxidante luteal y la produccion de ROS es crucial para la integridad y la funcion
de CL.
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La generacién de ROS sin control conduce a la alteracion irreversible de biomacromoléculas
que incluyen: lipidos, proteinas y acidos nucleicos, en Ultima instancia causa disfuncion
mitocondrial, liberacion de ROS inducida por ROS mitocondrial y muerte celular por apoptosis
(Zorov et al., 2006).

La muerte de células luteales apoptotica es un proceso complejo que involucra cambios in
situ de ROS, produccién de hormonas esteroides, presencia de células inmunitarias y expresion
de citoquinas (Kato et al., 1997; Pate y Landis Keyes, 2001). De acuerdo con Banyer et al.
(2000) diferentes tipos de citoquinas son secretadas por distintas células inmunes que interacttan
con esteroidogénesis, que influye en el desarrollo y la funcion de CL. Las especies mamiferas
tienen diversos mecanismos apoptéticos para controlar la funcién latea (Sugino y Okuda, 2007),
la evidencia indica que la apoptosis inducida por ROS es de fundamental importancia para
determinar la vida activa de CL (Kato et al., 1997; Tanaka et al., 2000; Behrman et al., 2001;
Garrel et al., 2007).

Investigaciones realizadas in vivo muestran que la progesterona promueve supervivencia de
células lateas en varias especies, esto incluye: induccién de apoptosis relacionada con
disminucion répida en produccién de progesterona lGtea en ganado (Juengel et al., 1993),
humanos (Shikone et al., 1996; Sugino et al., 2000b), hamsters (McCormack et al., 1998), ratas
(Bruce et al., 2001) y ovejas (Al-Gubory et al., 2005). Inhibicién de la secrecién de progesterona
luteinica (Garrel et al., 2007) antecede a la fragmentacion del ADN y la muerte celular del CL de
la oveja. La inhibicion de la sintesis de progesterona por la produccion incontrolada de ROS
lutea puede ser una via clave involucrada en la desaparicion del CL al final del estro/ciclo
menstrual.

El CL de mamiferos incluidos los humanos (Shutt et al., 1975), ratas (Elbaum y Keyes,
1976), cerdos (Gregoraszczuk y Oblonczyk, 1996) y ganado (Okuda et al., 2001). Produce otra
hormona esteroidal que es el estradiol, el estradiol liteo puede tener funcidon paracrina y/o
regulador autocrino de la funcion CL durante el estro/ciclo menstrual. El estradiol luteal se cree
que es luteotrépico en roedores (Stocco et al., 2007), esta hormona mejora el suministro de
colesterol al estimular la absorcion de este en la circulacion y movilizacion intracelular. Sin
embargo, hay evidencia para indicar que el estradiol puede inducir la muerte de células lGteas
estimulando la ruta de sintesis de NO o dioxido de nitrdgeno/dxido nitroso (NO2) vy

eventualmente otras vias luteoliticas. EI NO actia como regulador de sefializacion de muchos
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procesos fisioldgicos incluyendo la esteroidogénesis ovarica, ademas de que el NO interactla
con las enzimas que contienen hierro, como enzimas del citocromo P450 e inhibe la sintesis del
estradiol ovérico (Wink et al., 1993; Stadler et al., 1994). La estimulacion de NO inhibe la
actividad de la aromatasa y la secrecion de estradiol, mientras que la inhibicion de NOS
enddgena mejora la secrecion del estradiol en humanos (Van Voorhis et al., 1994), rata (Olson et
al., 1996) y porcino en células de granulosa (Masuda et al., 1997).

El &cido araquidonico liberado de la hidrolisis de los fosfolipidos de membranas por parte de
las fosfolipasas A2 (PLA2) puede utilizarse como sustrato para la sintesis de prostaglandinas
(PG), incluyendo la prostaglandina F2a (PGF2a). Se ha propuesto que la PGF2a luteal actia a
través de un mecanismo paracrino y/o autocrino para inducir lutedlisis en diversas especies como
son primates no humanos, mujeres, cerdas, ovejas, ganado y roedores (Auletta y Flint, 1988).

La regresion de CL se considera un proceso isquémico e implica activacion O y H20-
mediada por PLA2 (Wu et al., 1992). Las citoquinas producidas localmente pueden ser de
importancia en la funcién luteal y regresion estructural por activacion de la generacion de ROS y
PGF, lutea. El reclutamiento de células inmunes de circulacion sistémica y su infiltracion en el
CL asi como la expresion de citoquinas proinflamatorias aumenta el tiempo de luteolisis (Pate y
Landis Keyes, 2001). Diversas investigaciones indican que la PGF,, estd implicada en la
regresion lutea a traves de la generacion de O (Sawada y Carlson, 1991; Aten et al., 1998); la
generacion de H20> inducida por PGF», se ha sugerido como mediador clave de la acumulacion
de leucocitos durante la regresion CL (Minegishi et al., 2002). Se ha demostrado que la PGF,
disminuye la expresidn de proteinas secuestrantes de ROS y por lo tanto facilitar la acumulacion
de ROS, desencadenando una cascada de eventos que causan muerte de células lateas en el CL
del raton durante la regresion latea (Foyouzi et al., 2005) siendo asi la PGF2, un regulador
esencial de la regresion funcional y muerte celular por apoptosis (Arosh et al., 2004; Al-Gubory,
2005; Garrel et al., 2007; Kurusu et al., 2007).

El radical libre NO tiene accion anti esteroidogénica en humano (Vega et al., 1998), conejo
(Gobbetti et al., 1999) y bovinos (Skarzynski y Okuda, 2000), NO es mediador de la
peroxidacion lipidica inducida en CL de rata por PGF,, durante la luteolisis relacionada con
inhibicidn de la produccion de progesterona (Motta et al., 2001), el NO al tener interaccion con
componentes de la cadena de transporte de electrones puede mejorar la generacion mitocondrial

de ROS y desencadenar mecanismos de supervivencia celular o apoptosis (Moncada y
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Erusalimsky, 2002) siendo el radical O precursor de la mayoria de ROS, incluido H2.O> y OH, y

podria ser mediador en la cadena oxidativa de reacciones y muerte celular por apoptosis.

2.12 Funcion de las enzimas antioxidantes en el cuerpo luteo para el
establecimiento de la gestacion

El estudio realizado por Sugino et al. (1999) mencionan que las enzimas antioxidantes
protegen a células lateas contra la oxidacion, dafio y apoptosis influida por ROS, ademas, la
inhibicion de la actividad de SOD1 por oligonucleétido antisentido induce la regresion lltea
funcional del CL de rata, esta evidencia apunta que los antioxidantes desempefian actividad de
limpieza importante ante ROS para rescatar al CL de luteolisis cuando se produce la gestacion en
diferentes especies de mamiferos.

Durante gestacion temprana, se encuentran altas concentraciones de SOD en ovarios de raton
(Laloraya et al., 1989), mientras que en ratas hay aumento en actividad de SOD1 y SOD2
(Sugino et al., 1993a), en bovino aumenta la expresion de SOD2 y CAT (Rueda et al., 1995), en
CL de humano hay alta expresion y actividad de SOD1 (Sugino et al., 2000a), y en CL de oveja
se incrementa la actividad de SOD1, GPX y GST (Al-Gubory et al., 2004) y la expresion de
proteina GSTAL (Arianmanesh et al., 2011) estas actividades y expresiones en conjunto son
evidencias que apoyan esta hipotesis.

La capacidad de SOD1 y CAT para estimular la secrecion de progesterona in vivo por CL de
rata (Sugino et al., 1993b) y la presencia de proteina SOD1 en CL de oveja en la primera mitad
de la gestacion (Al-Gubory et al., 2003) sugieren que las enzimas antioxidantes eliminadoras de
ROS desempefian accion reguladora de la funcion latea durante la gestacion. Concentraciones
mantenidas de SOD1, SOD2, GPX, GSR y GST en CL de oveja durante todo la gestacion se
puede relacionar a ROS luteales y puede estar involucrado en el mantenimiento de actividad
luteal esteroidogénica, asi como a la integridad celular (Al-Gubory et al., 2004).

La produccion descontrolada de ROS tiene impacto en la implantacion y desarrollo prenatal
del embrion, tanto en humanos como en animales domésticos (Agarwal et al., 2008; Al-Gubory
etal., 2010).
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2.13 Funcion de ROS durante la fecundacién, implantacion y sobrevivencia
embrionaria

Durante los ultimos afios se han realizado diversas investigaciones sobre la produccion de
ROS, vy si estas afectan; la fecundacion, implantacidn, sobrevivencia embrionaria, desarrollo y
mantenimiento de la gestacion, encontrando que bajos niveles de NO son importantes en la
funcién ovarica, implantacion y relajacion de la musculatura del oviducto (Ekerhovd et al.,
1997), y que altos niveles de NO; son nocivos sobre la motilidad de espermatozoides, toxicos
para los embriones e inhiben la implantacion (Oztezcan et al., 1999; Lee et al., 2004) ademas de
ser biorregulador en la apoptosis (Chung et al., 2001) trayendo como consecuencia la activacion
de leucocitos polimorfonucleares y macrofagos que contribuyen a elevar la produccion de ROS
(Zeller et al., 1987) y por tanto existe mayor liberacion de citosinas y otros mediadores inmunes,
como el mismo NO implicado en la inflamacién de bajo grado.

Altos niveles de NO, como los producidos por macrofagos, influyen negativamente en la
fertilidad de varias maneras: ocasionan cambios en liquido peritoneal necesario para libricar las
cavidades albdominal y pelviana; alterando el proceso de ovulacidon esto debido a que al
romperse el foliculo y liberar el 6vulo, estas dos entidades pueden no contar con el medio de
lubricacién y conduccion propia que favorezca el desplazamiento del 6vulohasta la trompa de
Falopio que se encuentra preparada para recibirlo y propiciar su encuentro con el
espermatozoide, por esto cambios (aumento) en la concentracién de células fagociticas y
productoras de radicales libres en liquido peritoneal afectan tanto transporte de gametos,
interaccion del ovocito con el esperma, fertilizacion y con ello el desarrollo embrionario
temprano (Dong et al., 2001; Polak et al., 2001; Szczepanska et al., 2003). Por otro lado el
aumento de Oxido nitrico ocasiona hiperperistalsis uterina y disperistalsis que también altera el
transporte de esperma y reduce la fertilidad (Leyendecker et al., 1996).

Diversas citoquinas secretadas por las células endometriales, inmunes o macréfagos
estimulan la NO endotelial sintasa para liberar NO (Ota et al., 1998; Ota et al., 1999; Van
Langendonckt et al., 2002) ocasionando respuestas inmunes anormales que estimulan a los
macrofagos y/o células endometriales para producir cantidad persistentemente de NO e inhibir la
implantacion (Abrahams et al., 2004).

Niveles fisiologicos de redox son importantes para la embriogénesis ya que la

sobreproduccion de ROS es nociva para el embrion y el feto como resultado de deterioro del

28



medio intracelular y metabolismo perturbado debido a produccion del anion superoxido,
peréxido de hidrogeno y radical hidroxilo. El estrés oxidativo puede ser generado en
espermatozoides, leucocitos y la activacion de los ovocitos mediada por esperma y la activacion
del genoma embrionario (Guerin et al., 2001; Harvey et al., 2002).

La generacion ROS resulta de la fosforilacion oxidativa mitocondrial; los electrones se
escapan de la cadena de transporte de electrones en las membranas mitocondriales internas, se
transfieren a la molécula de oxigeno, lo que resulta en un electron desapareado en la Orbita
generando una molécula superdxido. Los otros puntos de generacién de ROS son citoplasmicos
NADPH-oxidasa, citocromo enzimas P450 y la enzima xantina oxidorreductasa. Estres oxidativo
excesivo tiene efectos dafinos en el medio celular y da como resultado crecimiento celular
deteriorado en el embridn o la apoptosis que resulta en la fragmentacion del embrién. Nicol et al.
(2000) realizd un estudio en animales encontrando que la enzima G6PD (Glucosa 6-fosfato
deshidrogenasa) protege contra el estrés oxidativo y evitar embriopatias al proteger a los
embriones contra el estrés oxidativo. Esta enzima podria ser una alternativa para remedia
altraciones embrionaria producidas por estrés oxidativo.

En mamiferos el desarrollo temprano de embriones ocurre a partir de la fertilizacion a través
de la diferenciacion de los sistemas de oOrganos principales en ambiente con poco oxigeno
(Burton et al., 2003). Bajas concentraciones de oxigeno en cultivo in vitro de embriones porcinos
disminuyé el contenido de H20. y resultdé en reducida fragmentacion ADN, mejorando la
habilidad de desarrollo embrionario (Kitagawa et al., 2004); concentraciones de oxigeno
mayores al 20% se asocia a menor competencia de desarrollo, generando interés en el uso de
antioxidantes, como vitamina C, E, adicion en dietas de ligoelementos como selenio y zinc, entre
otros para superar los efectos adversos y patoldgicos resultados del estrés oxidativo, ya que este
conduce a la regresion latea que deriva en falta de soporte luteal para manterer la gestacion,
ademas de que el OS dafia a los ovocitos y al foliculos, ovocitos y espermatozoides en la cavidad
peritoneal o al embrion en las trompas de Falopio mediante desequilibrio redox (prooxidante y
antioxidante) (Polak et al., 2001).

La fertilizacion y el desarrollo embrionario in vivo se produce en ambiente de baja
concentracion de oxigeno (Szczepanska et al., 2003), por lo que las técnicas de reproduccion
asistida evitan estas condiciones que promueven la generacién de ROS y la exposicion de

gametos y embriones asi podria mejorarse la implantacion y aumentando la tasa de fertilidad
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(Catt y Henman, 2000) del mismo modo se recomienda el uso de antioxidantes en medios de
cultivo de embriones; y de hecho ya se utilizan con el fin de obtener mayor porcentaje de
implantacion y aumento de fertilidad. Comparado con aquellos donde no se afiadio antioxidante
alguno. lones metélicos dan como resultado la produccién de oxidantes y aumento en produccion
de ROS a través de la reaccion de Haber-Weiss por lo que agregar aminoacidos a los medios de
FIV es una opcidn ya que tienen propiedades antioxidantes.

Se ha observado que agregar ascorbato durante la crioconservacion reduce los niveles de
peroxido de hidrégeno y por tanto el estrés oxidativo en embriones de mamiferos (Lane et al.,
2002). Se ha observado que la vascularizacion folicular determina el contenido de oxigeno
intrafolicular y el potencial de desarrollo del ovocito (Chui et al., 1997; Van Blerkom et al.,
1997) y que la hipoxia intrafolicular produce transtornos cromosémicos de segregacion vy
mosaicismo [alteracion genética en un mismo individuo, coexisten dos 0 mas poblaciones de
células con distinto genotipo (dos o mas lineas celulares), originadas a partir de un mismo

cigoto] deletéreos en el embriodn, asi como su implantacion (Van Blerkom et al., 1997).
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3 HIPOTESIS
La fuente de selenio es determinante en la concentracion de progesterona, inmunidad celular,
implantacion embrionaria y fertilidad en los primeros dias de gestacion en anestro estacional de

ovejas.

4 OBJETIVO GENERAL
Determinar el efecto de dos fuentes de selenio (organico e inorganico) sobre la concentracion
de progesterona, inmunidad celular, fertilidad e implantacion embrionaria de ovejas en anestro

estacional

4.1 Objetivos Especificos

e Evaluar si el aporte de selenio aumentan la concentracién de progesterona durante el
reconocimiento materno y la implantacion embrionaria de ovejas en anestro estacional.

e Evaluar cual de las dos fuentes de selenio estimula la inmunidad basada en el conteo
diferencial de glébulos blancos y su relacion con progesterona en ovejas en anestro
estacional.

e Establecer cual de las dos fuentes de selenio aumenta la fertilidad e implantacién

embrionaria de ovejas en anestro estacional.
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5 MATERIALES Y METODOS

5.1. Localizacion

La investigacion se realizé en una unidad de produccion ovina ubicada en el Municipio de
San Andrés Chiautla, Estado de México, localizado dentro de la porcion lacustre de la cuenca
hidroldgica del Valle de México, geograficamente se encuentra entre las coordenadas 19°32"09"
y 19°36'19" latitud norte y 98°51'40" y 98°54'38" longitud oeste. Limita: al norte con el
municipio de Acolman; al sur con Texcoco; al este con Papalotla y Tepetlaoxtoc; al oeste con
Chiconcuac, Atenco y Tezoyuca. El clima predominante de la region es templado semiseco con
lluvias en verano, temperatura media anual que oscila entre 11°C y 19°C, con una maxima de
32°C y la minima de 6°C (INAFED, 2010).

5.2. Manejo de los animales durante la investigacion

Se utilizaron 20 ovejas cruza de diferentes razas como base genética, con peso vivo promedio
de 40 £ 3.26 kg y 3.05 + 1.02 afios de edad, en condicion corporal (CC) de 2.5 a 3, con base a la
escala de 1 a 5. Las ovejas fueron alimentadas con dieta a base de alfalfa achicalada y rastrojo de
maiz. Veinte dias antes de iniciar la investigacion las ovejas fueron desparasitadas (Fenbendazol
al 10% laboratorios Senosiain S.A de C.V.) via oral con dosis de 1 mL por 20 kg de PV. Las
borregas estuvieron alojadas en un corral con agua y alimento a libre acceso y fueron sujetos a

sincronizacion de estros a fin de tenerlos en una etapa sexual similar.

Figura 7. Proceso de la inseminacion artificial con endoscopia. a) Insercion del tracar de entrada para
el laparoscopio en el momento de la inseminacion artificial; b) Ultrasonido 26 dias de gestacion; c)
Separacion de suero sanguineo para analizar concentracion de progesterona.
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5.3. Tratamientos experimentales

Los animales se distribuyeron al azar en cuatro tratamientos como se muestra en el Cuadro 1.
La administraciéon del tratamiento fue via oral por periodo de cinco dias, iniciando siete dias
antes de la inseminacion artificial. El selenio se proporciond via oral/animal/dia a razon de 0.3
ppm de acuerdo a los requerimientos al del NRC (2007) y se proporcion6 en forma de selenito de
sodio; en el caso de la levadura enriquecida con selenio antes de realizar la dosificacion, se
sometié a espectrofotometria de masas (Laboratorio de Hidrociencias, del Colegio de
Postgraduados, Campus Montecillo) para determinar la centracion de selenio (1363.12 mg
selenio/kg) y con base a esta informacion se procedio a realizar la dosificacion. El selenio fue
pesado en dosis individiales diarias en balanza analitica marca Bel Engineering modelo HPB-

105i con precision de 0.01 mg.

Cuadro 3. Tratamientos (T) experimentales

Tratamiento Descripcion Dosis de selenio Ovejas por tratamiento (n)
T1 Testigo Sin selenio 5
T2 Selenito de sodio (Na;SeQOs) 0.3 ppm 5
T3 Levadura enriquecida con 0.3 ppm 5
selenio encapsulada
T4 Levadura enriquecida con 0.3 ppm 5
selenio

n= numero de animales por tratamiento, ppm= Partes por millén.

5.4. Sincronizacion de estros

Los animales se sincronizaron utilizando esponjas intravaginales que contenian Cronolone
(Chronogest® CR, Laboratorios Intervet), 20 mg de progestageno sintético por animal que
permanecieron colocadas en la vagina por 14 dias. El dia del retiro de esponjas, se aplicaron
400Ul de eCG por hembra (Folligon®, Intervet) para estimular el crecimiento, maduracién de
foliculos, asi como la ovulacién. La inseminacion artificial se realizé 55 horas después del retiro

de las esponjas, por el método de endoscopia.

5.5. Obtencion de muestras de sangre, suero y frotis sanguineo
Se inicio la toma de muestras sanguineas dos dias antes de la adicion con selenio y de forma
continua durante 12 dias, posteriormente una vez por semana por tres semanas Yy finalizando los
dias 60 y 90 post-inseminacion.
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Muestras de 5 mL de sangre se obtuvieron por puncién de la vena yugular de cada oveja,
cada muestra se deposito de forma individual en tubos de polipropileno de 15 mL con tapa sin
anticoagulante, y se transportaron a 4 °C al laboratorio, donde se mantuvieron en reposo y
refrigeracion durante 24 horas para la formacion de coagulo, transcurrido este tiempo, fueron
centrifugadas a 1,000 rpm durante 15 minutos a una temperatura de 5 °C, para separar el suero
sanguineo, el cual se coloco en tubos Eppendorf y se mantuvo congelado a -20 °C hasta posterior
determinacion de la concentracion de progesterona en el laboratorio AIMSA mediante la técnica
inmunoanalisis quimioluminiscente de microparticulas. ElI inmunoanalisis para progestrona
presenta sensibilidad de 0.02 ng mL™* y coeficiente de variacion intra e interensayo de 4.2 y 6%,
respectivamente.

Para realizar los frotis sanguineos se tom6 una gota de sangre de la muestra recolectada por
hembra en cada dia de muestreo, la cual se colocé en el centro del portaobjetos, en seguida con el
empleo de otro portaobjetos colocado a 45° se hizo la extension de sangre a fin de obtener un
barrido uniforme y delgado. Se dej0 secar a temperatura ambiente por 10 minutos y
posteriormente se aplico alcohol al 96% para fijar la muestra.

Identificadas las muestras se transportaron al mddulo de nanotecnologia del Colegio de
Postgraduados, Campus Montecillo, donde fueron tefiidas con Hematolixina de Gill No.3
(Sigma-Aldrich, Inc.) durante 5 minutos, se realizé un lavado con agua destilada. La observacién
y conteo diferencial de leucocitos se realiz6 en cuatro diferentes campos de observacién por

muestra observados con microscopio éptico normal a resolucion 40x.
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Figura 8. Tincion de frotis sanguineo realizados con Hematoxilina de Gills, observados en microscopio
electrénico Axiocan 503 color Zeizz, con objetivo 40x : a) neutr6filos segmentados, neutréfilo encayado
y eritrocitos; b) linfocito, neutréfilos segmentados y eritrocitos; c) neutroilos segmentados, monocito y
eritrocitos; d) linfocitos, eosinofilo y eritrocitos; e) linfocito, neutréfilos segmentados y eritrocitos; f)
frotis segmentado por desidratacion, se observan linfocitos y neutréfilos encayados vistos con
microscopio dptico normal a 40x.

5.6. Variables evaluadas

5.6.1 Porcentaje de hembras gestantes
Para determinar el porcentaje de hembras gestantes (Tasa de gestacion; total de ovejas
gestantes en base al total de hembras inseminadas) se realizd diagndstico de gestacién temprano
a los veintiséis dias posteriores a la inseminacion artificial con ecografo portatil marca
Draminski®, modelo 4Vet mini, con transductor abdominal de 7.5 MHZ; para tal manejo las
ovejas fueron dietadas 12 horas antes de realizar la ecografia. La exploracion se hizo via
inguinal, el transductor fue colocado buscando detectar inflamacion o estructuras embrionarias
que indicardn gestacion. (Cabe sefialar que para este momento de gestacion lo cumunmente
observado es inflamacién y es un tanto dificil observar estructuras embrionarias; para ello se

hace requisito realizar un segundo diagndstico).
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5.6.2 Conteo de diferencial de glébulos blancos en frotis sanguineo

El conteo diferencial de leucocitos se realizo en frotis sanguineos tefiidos con Hematoxilina
de Gill no. 3, el proceso consiste en valorar y reconocer la cantidad y tamafio de los distintos
tipos de glébulos blancos que se observan por placa, el cual permitié conocer el porcentaje de
cada clase de célula o globulo blanco y asi mostrar la predominancia de algun tipo celular, la
observacién y conteo se realizaron con microscopio electronico Axiocan 503 color Zeizz, con
objetivo 40x.
5.6.3 Determinacion de P4

La concentracion de P4 se detarmind en muestras de suero sanguineo recolectadas el tercer y
quinto dia de tratamiento con selenio y los dias 1, 4, 13, 20 y 27 pos inseminacién (el dia 1 en
coincidencia con el inicio del desarrollo embrionario, dia trece con el momento de implantacion,
el dia 20 con el inicio del funcionamiento cardiaco y el 27 antes de la aparicion de placentomas).
Las muestras se procesaron en Laboratorio AIMSA ubicado en la Ciudad de México, mediante la

técnica de inmunoanalisis quimioluminiscente de microparticulas.

5.7. Modelo y anélisis estadistico

Se utiliz6 disefio completamente al azar y la unidad experimental fue cada oveja. Los
animales se distribuyeron de manera aleatoria para cada tratamiento. Para las variables
concentracion de progesterona y conteo diferencial de globulos blancos en ovejas, se utilizé un
modelo mixto lineal con P<0.05 (SAS, 2009).
El modelo utilizado fue:

Yijk = B+ T+ 8jiy + Pg + (TP + &ji

Donde:
yijk = Vvariable respuesta (conteo diferencial de glébulos blancos y concentracion de
progesterona) en observacion k, repeticion j, tratamiento i,
u = media general
1i= efecto del i-ésimo tratamiento
8j ;)= error aleatorio asociado con el j-esimo animal (sujeto) dentro del i-esimo tratamiento
Py= efecto del k-esimo periodo
(TP)= interaccion tratamiento por periodo

&= error aleatorio asociado con k-esima medida repetida dentro de j-esimo animal
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Para el caso de porcentajes de hembras gestantes los datos se analizaron mediante estadistica
multivariada emplando regresion logistica con P< 0.05 usando el paquete estadistico version 9.4
(SAS, 2004) por ser una variable binaria, es decir se interpreta como gestante o no gestante y no
se cumplen las suposiciones de normalidad y homocedasticidad. En este andlisis permite

pronosticar la probabilidad de ocurrencia de un evento.

o (bO+b1Xi+b2X2+--bpXp)

1
P& = i) ~ 1 + e0+b1Xi+b2X2+bpXp)

Doénde:

P = probabilidad de que la variable Y, medida en un animal, tome un valor particular

Yi = el valor de una variable binaria, de manera que Y= 1, si posee la caracteristica de interés o
Y= 0, de otra manera.

P (Y = 1/X), es decir la probabilidad de que Y=1, dado X= (X1, Xo,...Xp), vector de datos

observados o variable explicatoria.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Porcentajes de hembras gestantes

Resultados estadisticos para el promedio de hembras gestantes muestran que no existe
diferencia (Figura 9; P>0.05) entre el grupo de hembras testigo en comparacion con el grupo que
consumié levadura enreiquecida con selenio encapsulado, pero si existe diferencia (P<0.05) en
comparacion con aquellas hembras a las que se suministro selenito de sodio. El grupo de
hembras tratadas con selenito de sodio presentd la menor (P<0.05) cantidad de gestanciones
(40%), mientras que las hembras en el grupo testigo y levadura enrriquecida con selenio en
microcapsulas presentaron 80%, alcanzando el 100% de hembras gestantes que consumieron
levadura enriquecida con selenio.

Estos datos son congruentes con lo encontrado en concentracion de progesterona, donde
las hembras con Selenito de sodio presentaron menor (P<0.05) concentracidn, llegando a valores
inferiores a 2 ng ml? para el dia 20 posinseminacion artificial. Mientras que, el dia 13 pos
inseminacion, las hembras que consumieron con levadura enriquecida con selenio presentaron
mayor concentracion y esto coincide con el 100% de gestaciones presentes en este grupo
(Figuras 9 y 13; P<0.05).

El 100% de hembras gestantes del grupo con que recibié levadura enriquecida con
selenio coincide con lo reportado por Pappas et al. (2008), quienes mencionan que los efectos del
suministro de selenio en dieta de hembras gestantes ayudan al desarrollo adecuado del embrion y
asegura la correcta implantacion de este; efecto que atribuyen a la biodisponibilidad y a la menor
toxicidad que presenta esta fuente de selenio. Adémas, Yue et al. (2009), mencionan que el
selenio organico se absorbe con facilidad y es inmediatamente metabolizado; en contraste con
formas inorganicas como selenito y selenato de sodio; asimismo, favorece la angiogénesis que
estimula el aporte de nutrientes tanto al foliculo como al ovocito favoreciendo la reproduccion
(Delves y Roitt, 2013). Igualmente, Mouatassim et al. (1999) y Dennery (2004) reportan que se
mejora la calidad del foliculo, ovocito y oviducto por accién de la glutatién peroxidasa
dependiente de selenio que atrapan formas reactivas de oxigeno, de otra manera el estrés
oxidativo influye en el desarrollo embrionario temprano al modificar factores de transcripcion y
por tanto la expresion génica, todo ello reflejado en el nimero de hembras gestantes aqui

reportado.
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Figura 9. Numero de ovejas gestantes por tratameinto. T1: testigo, T2: selenito de sodio (Na;SeQs), T3:
levadura enriquecida con selenio en polvo encapsulada, T4: levadura enriquecida con Selenio.

En la Figura 10 se presentan ecografias de hembras ovinas con diagnodstico de gestacion
positivo en las cuales se ubicd el saco o vesicula gestacional, observando en color negro
presencia de amnios y liquido amni6tico, en color gris el tejido muscular, y en gris brillante el
utero inflamado, en algunas hembras se ubicé el embrion de aproximadamente 1.5 cm de largo
craneo-caudal (a 26 dias de gestacion), en algunas hembras también fue posible visualizar el
corazon latiendo tal como lo sefiala Gonzélez et al. (1996). En la ecografia b se obseva Gtero
aparentemente vacio, sin claridad de las estructuras antes mencionadas y con presencia de aire
(color blanco) lo que dificultd la certeza en el diagnostico de gestacion; sin embargo, se

consideraron como negativas basados en lo mencionado por Kahn (1992) y Sales (2005).

La inflamacion observada durante los primeros dias de gestacion se atribuye a células
liberadoras de mediadores inflamatorios como son basdéfilos, mastocitos y eosinofilos, esto es
segun lo reportado por Delves y Roitt (2013), y que se constata por elevacion de baséfilos y

eosinofilos que se encontrd en esta investigacion (Figura 12).

Al respecto Abrahams et al. (2005), menciona que estas células son de importancia en la
gestacion en la interfase materno-fetal para que haya implantacion exitosa. Por otro lado, la
infiltracion elevada de leucocitos a este nivel se relaciona con complicaciones en la gestacion;
esto puede explicar el porque las hembras tratadas con selenito de sodio fueron las que
presentaron menor porcentaje de gestacion, dado que, en ellas se observé mayor nimero de
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leucocitos en el dia 13 posterior a la inseminacion artificial; momento en que se registra la

implantacion.

5205 17:10-11 09:58:22

Figura 10. Ecografia del Utero de ovejas tratadas con diferentes fuentes de Selenio a los 26 dias de pos-
inseminacion artificial. a) Testigo, b) Selenito de sodio, ¢) Levadura enriquecida con Selenio encapsulada,
d) Levadura enriquecida con Sselenio en polvo.

El diagndstico de gestacion realizado en esta investigacion fue a los 26 dias, este periodo se
considera como diagndéstico temprano en la especie ovina; no obstante, se obtuvo certeza mayor
a 90%; es importante mencionar que la via utilizada fue la inguinal; sin embargo, fue tan certera
como similar a la reportada por Manazza (2007), aungue en el estudio desarrollado por el autor
se utilizé la via transabdominal; sin embargo, difiere con lo reportado por Gonzalez (1986),
quien recomienda la utilizacion de la via transabdominal a partir del dia 30 de gestacion o
posterior a estos dias garantizando mayor certeza después de los 40 dias, momento en que se

observa la presencia de cotilidones.

Otro factor positivo para el aumento en precision del diagnostico aqui reportado pudo ser la

utilizacion de aceite vegetal en sustitucion al gel, como elemento para propiciar adhesion
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adecuada entre la piel y el transductor (medio de emicion-traduccion). Para el caso de otros
medios diferentes al gel utilizado de forma generalizada en ultrasonografia se ha utilizado agua
tibia (Sales, 2005; Manazza 2007); sin embargo, esta técnica no ha sido satisfactoria y sélo se
reporta del 60 al 70% de exactitud, contrario a lo que se encontr6 en esta investigacion con la

utilizacion de aceite vegetal.

6.2 Conteo diferencial de glébulos blancos en frotis sanguineo

En los datos obternidos en el conteo diferencial de glébulos blancos (linfocitos, neutrofilos,
monocitos, basofilos y eosinofilos) se realizd la prueba de homogeneidad de varianzas y
normalidad; los datos no presentaron comportamiento normal razon por la cual se realiz6
transformacion de datos mediante raiz cuadrada para ser analizados mediante modelo lineal
mixto.

Los promedios de conteo diferencial de globulos blancos para cada dia de muestreo
presentaron diferencia (P<0.05; Figura 11, 12). Las células que presentaron mayor nimero
fueron linfocitos y neutréfilos.

El resto de células blancas no present6 diferencia entre tratamiento (Figura 11; P>0.05). En la
Figura 11a se muestran los resultados para neutrdfilos y la disminucién en nimero que se
presenta un dia antes de la inseminacion artificial y que fue similar a la presentada en monocitos
(Figura 11b), mientras que las células relacionadas con liberacion de mediadores de inflamacion
aumentaron (eosinofilos y basdéfilos; Figuras 11c y 11d, respectivamente). Aunque se registra
variacion en el numero de glébulos blancos inmediatamente después de la inseminacion
artificial; otro momento puntual es el dia 13 posterior a la inseminacion artificial y que es
coinsidente con la implantacién embrionaria y reconocimiento materno; en este momento todas
las células inmunes presentaron niveles bajos (cero para eosinéfilos y basofilos, menos de 0.2

para monocitos y menos de uno para neutréfilos 11; a, b, ¢ y d; P<0.05).
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Figura 11. Conteo diferencial de gldbulos blancos: (A) neutréfilos; (B) monocitos; (C) eosinofilos; (D) basofilos en conteo diferencial de gldbulos blancos
(WBC) en frotis sanguineo realizado por 12 dias consecuetivos, iniciando siete dias antes de la inseminacion artificial (IA) y cuatro dias después de IA.
Posteriormente el sangrado fue una vez por semana durante tres semanas consecutivas (perido marcado el lineas punteadas de color rosa), para finalizar con los

sangrados los dias 60 y 88 post A en ovejas tratadas con distintas fuentes de Selenio en época de anestro estacional. Las barras en color verde representan al T1:
testigo, barras en color azul T2: selenito de sodio (Na2SeQ3), barras en color amarillo T3: levadura enriquecida con Selenio en polvo encapsulada y barras en

color verde bandera T4: levadura enriquecida con Selenio. El dia 13 post I1A; marcado con un ovalo color rojo, coincide con el reconocimiento materno e
implantacion embrionaria, dia 20 post 1A, marcado con rectangulo color naranja, se perciben los latidos cardiacos del embrién. El tratamiento se suministro por
cinco dias consecuetivos, finalizando un dia antes a la inseminacidn artificial.
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Respecto al nimero de linfocitos (Figura 12) presentes durante el periodo de adicion del
selenio, se presento variacion en el nimero, sin importar el tratamiento (P>0.05); sin embargo, el
dia que se insemind a las hembras se registr6 dimunucién para todos los tratamientos; la
reduccion de este tipo de células puede ser elemento importante para evitar el rechazo de los
espermatozoides, ademas el nimero bajo una vez mas para los dias 3 y 4; momento en que se
registra la fecundacion y entrada del embrion al Gtero. Otro momento importante en que
disminuyeron estas células fue durante la implantacion (dia 13). Para mantenerse elevado
después de este momento que ademé&s coincide con el desarrollo de placentomas (Byers y
Kramer, 2010). Este aumento puede no dafiar al embrion dado que la barrera placentaria se
encuentra protegiéndolo; no obstante, Draca (2002) describe que durante la gestacion, el sistema
inmunoldgico de la madre disminuye hasta el tercer trimestre de gestacion esto es contrario a lo
reportado en este estudio dado que se refiere a los primeros dias de gestacion y no al ultimo
tercio, si bien en este trimestre la presencia de macrdéfagos y neutréfilos circulantes en sangre
aumentan para realizar fagocitosis proceso de liberacion de ROS y tiempo en que la presencia de
selenio puede ser de importancia. Ademas de acuerdo a Barrera et al. (2007) durante la gestacion
el feto esta protegido por moléculas inmunomoduladoras; progesterona, enzima 2-3-dioxigenasa,
radicales libres y glicodelina, donde la progesterona participa en el mantenimiento de la
gestacion en humanos y animales y aumenta considerablemente durante la gestacion para alcanza
concentraciones capaces de disminuir la actividad linfocitaria, también funciona a través de
receptor intracelular y regula, aspectos celulares y moleculares implicados en el proceso de
implantacion, siendo importante para reducir la capacidad reactiva de la madre contra los
antigenos fetales.
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Figura 12. Promedio de linfocitos por tratamiento en conteo diferencial de glébulos blancos (WBC) en frotis sanguineo realizado por 12 dias consecuetivos,
iniciando siete dias antes de la inseminacién artificial (1A) y cuatro dias después de 1A, posteriormente el sangrado fue una vez por semana durante tres semanas
consecutivas (perido marcado el lineas punteadas), para finalizar con los sangrados los dias 60 y 88 post | A en ovejas tratadas con distintas fuentes de Selenio en
época de anestro estacional, las barras en color verde representa al T1: testigo, barras en color azul T2: selenito de sodio (Na2SeO3), barras en color amarillo T3:
levadura enriquecida con Selenio en polvo encapsulada y barras en color verde bandera T4: levadura enriquecida con Selenio. El dia 13 pos IA coincide con el
reconocimiento materno e implantacion embrionaria; dia 20 post IA se perciben los latidos cardiacos del embrién. El tratamiento se dio cinco dias consecutivos
finalizando un dia antes de la IA.
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6.3 Concentracion de progesterona en plasma sanguineo de ovejas gestantes

La concentracion de progesterona por tratamiento no presentd diferencia significativa
(P>0.05); sin embargo, la concentracion por tratamiento y dia de muestreo fue diferente
(P<0.05), observandose valores bajos en todos los tratamiento antes de la inseminacion artificial
y valores altos se observaron cuatro dias después de la inseminacion artificial; especificamente el
grupo de hembras que recibié Selenito de sodio presenté menor concentracion para estos dias
(Cuadro 4).

Los resultados en concentracion de progesterona antes de inseminar a las hembras no son
diferentes a lo esperado dado que este momento esta marcado por el desarrollo folicular y
concentraciones altas de estradiol y no de esta hormona.

Por otro lado, elevacion de progesterona es requisito después de la inseminacién y sobre todo
en el momento de entrada del 6vulo fecundado al utero; momento que coincide con el dia cuatro

del muestreo en esta investigacion.y es congruente con lo reportado por Wheeler et al. (1977).

Cuadro 4. Medias de minimos cuadrados en interaccion efecto tratamiento por dia para
concentracion de progesterona (P4) en hembras tratadas con diferentes fuentes de selenio

Antes de Inseminacion Después de inseminacion artificial
Tratamiento n D3 D5 D1 D4 D13 D20 D27
Tl 5 0.28 0.25 0.25 3.17 5.56% 4512 5.06°
T2 5 0.25 0.20 0.30 1.99 4.48P 1.32° 1.72b
T3 5 0.22 0.19 0.25 2.51 9.73 5.38¢ 6.62°
T4 5 0.28 0.25 0.30 1.67 4.84° 5.182 5.43?

a, b: Literales en la misma columna indican diferencias (P<0.05).

Las hembras que recibieron Selenito de sodio presentaron baja concentracién de
progesterona y se relacioné con menor numero de hembras gestantes, lo que indica que en
ausencia de implantacion del blastocito el CL sufre regresion luteal, permitiendo el inicio de un
nuevo ciclo folicular (Tomac, 2011), o también puede atribuirse a toxicidad en cuerpo luteo, pero
también en el embrién provocando interrupcion de la gestacion o falla de la misma. Otra
explicacion de la disminucion de progesterona en este grupo de hembras puede estar asociada a
regresion luteal temprana que para el caso de ovejas y de acuerdo a Herrera et al. (1990) ocurre
con relativa frecuencia. En contraste, las hembras a las que se aplicé levadura enriquecida con
selenio presentaron mayor concentracion de progesterona que puede asociarse a mayor

biodisponibilidad en el organismo de este mineral, ademas de ser facilmente absorbida (Karsch
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et al., 1979), lo que favorece o estimula la angiogénesis en el ovario, originando foliculos de
mejor calidad (Vazquez et al., 2017), con fecundacién e implantacién exitosa.

En general el selenio orgénico (levadura enriquecida con selenio microencapsulado 0 no) no
provoco mejora en la respuesta (estadistica) en comparacion a las hembras testigo; no obstante,
se aprecian diferencias numéricas. Yue et al. (2009) mencionan que la adicion de selenio
organico a hembras ayuda en la formacion de selenoproteinas importantes en la homeostasis
redox, ademas mejora la viabilidad del oocito y células de la granulosa, efecto que se expresa en
la sanidad del foliculo y produccion de progesterona alargando el tiempo de vida del cuerpo
luteo; eventos indispensables para que se lleven a cabo implantacion del blastocito y
mantenimiento de la gestacion.

Surai et al. (1998) mencionan que el selenio participa en la proteccion de membranas
celulares ante la degeneracion oxidativa a causa de radicales libres productos del metabolismo;
por lo que, la falta de este micronutriente ocasiona la degradacién de tejidos, por tal razon se
puede pensar que el selenio inorganico ocasiona problemas de toxicidad a nivel tisular,
especificamente ovario, teniendo poca angiogenesis y produciendo poca concentracion de
progesterona; dicho supuesto se basa en lo reportado en diversos estudios realizados en tracto
reproductivo femenino y sobre las funciones que desempefian las especies reactivas de oxigeno
en ovarios, trampas de Falopio y embriones (Jozwik et al., 1999; Mouatassim et al., 1999;
Behrman et al., 2001 y Guerin et al., 2001), tanto en animales como en humanos; permitiendo
afirmar que las formas reactivas de oxigeno estdn involucradas en numerosas funciones
fisiolégicas reproductivas como son maduracion de los ovocitos, esteroidogénesis en ovario,
funcion de CL y luteolisis, asi como en el metabolismo del embrion y de su entorno (Ishikawa et
al., 1993; Sabatini et al., 1999; Behrman et al., 2001; Vazquez et al., 2017).

La progesterona es importante para mantener la gestacion ya que controla la receptividad del
endometrio, la implantacién del blastocito, el desarrollo de la placenta, el reclutamiento de
células NK de la decidua, regula el reconocimiento de antigenos del CMH paterno, la polaridad
de células T efectoras, la sensibilidad de células presentadoras de antigeno y suprime la actividad
de los macrdfagos; de lo anterior se induce la inmunosupresion a través de la produccién de
citoquinas tipo Th2 (Barrera et al., 2007), estos pudieron ser elemento faltantes de las hembras

con Selenito de sodio lo que ocasiono la disminucion en el nimero de gestaciones.
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7. CONCLUSIONES

Selenio organico proporcionado a ovejas de forma oral al inicio de época de anestro
estacional propicia concentraciones similares de progesterona e indices de fertilidad a las
observadas en el grupo testigo, pero superior a las registradas en ovejas que recibieron selenito
de sodio.

El selenio inorganico (selenito de sodio) disminuyo la concentracion de progesterona, que se
reflejo en baja fertilidad (evaluada con el diagnostico de gestacion a 26 dias posteriores a la

inseminacion artificial) e implantacién embrionaria.

La fuente se selenio no fue diferentes en la respuesta de inmunidad celular. La falta de

respuesta en fertilidad de hembras con selenito de sodio pudo ser a causa de toxicidad.

8. RECOMENDACIONES

Una de las limitantes del trabajo fue el nimero de observaciones experimentales (ovejas) por
lo que es conveniente aumentar el tamafio de muestra para aumentar confiabilidad en los

resultados. También se sugiere realizar analisis de selenio contenido en la dieta proporcionada a

los animales, para recalcular la dosis de selenio otorgada en los tratamientos.
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